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Zusammenfassung 

In den gemäßigten Klimazonen gilt Fusarium spp. als einer der wichtigsten Krankheitser-

reger bei Weizen. Einige Arten dieses phytopathogenen Pilzes produzieren Toxine, wie 

zum Beispiel Deoxynivalenol (DON). Über die Verarbeitung von toxinhaltigem Getreide 

gelangen diese teilweise stark giftigen Toxine in Lebensmittel. Die europäische Union hat 

deshalb Grenzwerte für einige Mykotoxine festgelegt.  

Um eine gezielte Bekämpfung und Abwehr gegenüber Fusarium spp. und dadurch eine 

Reduktion oder gänzliche Vermeidung der Toxine zu erreichen, werden genauere Kennt-

nisse über die Pilz-Pflanze-Interaktion benötigt. 

In dieser Arbeit wurden Untersuchungen zur Entwicklung von Fusarium spp. im Weizen 

und die damit verbundene Toxinproduktion während der Vegetationsperiode durchgeführt. 

In zwei Jahren wurden an zwei verschiedenen Standorten, die sich vor allem durch die 

Witterung unterscheiden, zwei unterschiedlich sensitive Winterweizensorten mit Mais-

stängeln inokuliert. Vom Frühjahr bis zur Ernte erfolgte eine regelmäßige Beprobung der 

Versuchsflächen. Die Blätter und Ähren wurden mit Realtime PCR auf das Vorkommen 

bestimmter Toxinbildner (Trichothecen-Bildner) von Fusarium (DNA-Menge des tri5-

Gens), auf die DNA von F. graminearum, die Expression eines für die DON-Produktion 

wichtigen Genes (tri5) und mit ELISA auf den DON-Gehalt untersucht. 

Bei der Quantifizierung der DNA-Menge des tri5-Gens zum Nachweis von Trichothecen-

produzierenden Fusarium-Arten bei Weizenblättern lagen die Messwerte sehr häufig unter 

der Nachweisgrenze, weshalb keine reproduzierbaren Ergebnisse erzielt werden konnten. 

Auf den untersuchten Ähren konnte sowohl DNA von fusariellen Trichothecenbildnern als 

auch F. graminearum-DNA quantitativ nachgewiesen werden. Die Anstiege der jeweili-

gen DNA-Gehalte verliefen sowohl bei den DNA-Untersuchungen von Trichothecenpro-

duzenten, als auch bei den DNA-Untersuchungen zu F. graminearum ähnlich und erreich-

ten ein nahezu identisches Befallsniveau. Daraus wurde gefolgert, dass in den untersuch-

ten Proben F. graminearum der hauptsächliche Trichothecenbildner und somit auch der 

Hauptproduzent von DON war.  

Die Art und Weise des Anstiegs der DON-Gehalte während der Vegetationsperiode bestä-

tigte die Messungen aus anderen Arbeiten und legte die Vermutung nahe, dass DON eine 

entscheidende Rolle bei der Etablierung von Fusarium im Weizen einnimmt.  



 

 

Die tri5-Expression wies einen Expressionspeak etwa zeitgleich zum deutlichen Anstieg 

des DON-Gehaltes und der DNA von Trichothecenbildnern auf. Daher scheint die Theorie 

stimmig, dass in Fusarium eine Expression des tri5-Gens erfolgt und anschließend der 

DON-Gehalt steigt. Durch die Toxinproduktion ist es für den Pilz leichter sich in der 

Pflanze zu etablieren, was durch den daran folgenden Anstieg der Trichothecenproduzen-

ten-DNA bestätigt scheint.  

Bei allen Untersuchungen wurde ein signifikanter Einfluss des Standortes, der Sorten und 

auch der Anbaujahre festgestellt. Zudem scheinen bei allen Untersuchungen die Witte-

rung, welche sich in den Standort- und Jahres-Unterschieden wiederfindet, die Art und 

Weise der Probennahme auf dem Feld und die pflanzeneigene Abwehr eine Rolle bei der 

gemessenen Pilzentwicklung in planta zu spielen. Dies sollte auch bei Resistenzuntersu-

chungen von Winterweizen gegenüber Fusarium spp. berücksichtigt werden. 

Um vor der Ernte bereits Informationen über den zu erwartenden Toxin-Gehalt im zu ern-

tenden Getreide zu erhalten, wäre eine etwa 2 Wochen vor der Ernte durchgeführte Be-

probung und eine anschließende Analyse auf den Trichothecenproduzenten-DNA- und 

DON-Gehalt sinnvoll. Aufgrund der aktuellen Datenbasis und der Verläufe des DON- und 

des DNA-Gehaltes der Trichothecenproduzenten in den Ähren kann derzeit keine Empfeh-

lung für eine geeignete Vor-Ernte-Beprobung gegeben werden. Die gemessenen Unter-

schiede bei den Toxin- und DNA-Gehalten werden dabei in sehr starkem Maße durch die 

Anbaujahre, die verwendeten Sorten und die Standortbedingungen beeinflusst. 
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1 Einleitung 

1.1 Bedeutung von Fusarium-Infektionen für die Landwirtschaft 

In der Landwirtschaft verursachen Infektionen von Kulturpflanzen mit Fusarium spp. 

weltweit hohe Schäden. Zu den von Fusarium spp. befallenen Getreide-Arten zählen 

Weich- und Hartweizen, Triticale, Roggen, Hafer, Gerste, Mais und Reis. Bei den ersten 

sechs genannten Arten stellten Langevin et al. (2004) eine Anfälligkeit gegenüber Fusari-

um spp. in etwa der Reihenfolge (von weniger anfällig bis anfällig): Hafer < Roggen < 

Gerste < Triticale < Weichweizen < Hartweizen. So wird beispielsweise der Ertrag des 

Weizens durch die Taubährigkeit und die Produktion von Schmachtkörnern deutlich redu-

ziert (Obst und Gehring, 2002). Zum anderen haben mit Fusarium belastete Körner eine 

schlechtere Back- und Brauqualität (Parry et al., 1995) Einige Erntepartien weisen z.T. 

solch hohe Toxin-Gehalte auf, dass sie damit über den festgelegten gesetzlichen Grenz-

werten für Deoxynivalenol (DON) (Tab1), Nivalenol (NIV) und weitere Mykotoxine lie-

gen und somit selbst für die Tierernährung nur noch bedingt einsetzbar sind.  

Tab. 1: Gesetzliche Grenzwerte für Deoxynivalenol in Nahrungsmitteln 

Auszug aus der Verordnung Nr. 1881/2006 der Kommission (EG) vom 19.12.2006 

(Quelle: http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/site/de/oj/2006/l_364/l_36420061220de00050024.pdf) 

unverarbeitete Getreide außer Hartweizen, Hafer und Mais 1.250 µg/ kg 

unverarbeiteter Hartweizen, Hafer und Mais 1.750 µg/ kg 

für direkten Verzehr bestimmtes Getreide, Getreidemehl, Kleie und Keime 750 µg/ kg 

Teigwaren (trocken) 750 µg/ kg 

Brot, feine Backwaren, Kekse, Getreide-Snacks 500 µg/ kg 

Getreidebeikost und andere Beikost für Säuglinge und Kleinkinder 200 µg/ kg 

 

1.2 Fusarium spp. und Weizen 

Um auf diesen Erreger angemessen reagieren zu können, ist eine umfassende Kenntnis 

über den Pilz und auch den befallenen Wirt notwendig. 

1.2.1 Systematische Einordnung von Fusarium spp. 

Das Reich der Pilze umfasst unzählige Arten, die in 5 Abteilungen (Chytridiomycota, Zy-

gomycota, Glomeromycota, Ascomycota, Basidiomycota) eingeteilt werden. Die Pilzgat-

tung Fusarium wird dabei der Abteilung der Ascomycota zugeordnet. Der Großteil der 

Fusarium-Arten zählt aufgrund unbekannter oder fehlender Hauptfruchtformen zu den 
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Fungi imperfecti. Für einige Fusarium-Arten sind die teleomorphen Formen jedoch be-

kannt. So stellt z.B. Gibberella zeae ([Schwabe] Petch) (Ascomycota, Ascomycetes, Hy-

pocreales, Nectriacea) die Hauptfruchtform für F. graminearum (Schwabe) dar. Die zahl-

reichen Fusarium-Arten sind teilweise Phytopathogene, zum Teil reine Saprophyten und 

auch Humanpathogene. Die phytopathogenen Arten befallen u.a. verschiedene Gemüse-

kulturen, Kleepflanzen, sowie diverse Zierpflanzen und Getreide-Arten und können dabei 

erhebliche ökologische und ökonomische Schäden verursachen (Desjardins, 2003). 

Auf Getreide kommen in Süddeutschland überwiegend F. graminearum, F. culmorum 

((W.G.Sm.) Sacc.), F. poae ((Peck) Wollenw.), F. avenaceum ((Fr.) Sacc.) und Microdo-

chium nivale ((Fr.) Samuels I.C. Hallett), der lange Zeit zur Gattung Fusarium gezählt 

wurde, vor (Büttner, 2006). Die verschiedenen Fusarium-Arten und deren einzelne Stäm-

me können sich bezüglich der Aggressivität gegenüber ihren Wirtspflanzen (Cumagun und 

Miedaner, 2003; Fernandez und Chen, 2005) und der klimatischen Ansprüche (Desjardins, 

2003; Hope und Magan, 2003) stark unterscheiden. Daher können auch regionale Unter-

schiede in der Artenverteilung und im Befallsgrad auftreten. Verschiedene Arten befallen 

teilweise auch unterschiedliche Pflanzenorgane (Tab. 2) (Miller et al., 2002; Chelkowski, 

1991). 

Tab. 2: Die hauptsächlich befallenen Pflanzenbereiche bei Infektionen von Getreide mit 
Fusarium und Microdochium 

Pilz Pflanzenteil bei Getreide 

F. avenaceum Blatt, Ähre 

F. culmorum Halmbasis, Blatt, Ähre 

F. graminearum Halmbasis, Blatt, Ähre 

F. poae Blatt, Ähre 

M. nivale Halmbasis, Blatt, Ähre 

 

Die Reihenfolge der verschiedenen Fusarium-Arten nach ihrer Pathogenität bei Weizen 

lässt sich folgendermaßen ordnen: F. culmorum > F. graminearum > F. avenaceum > F. 

equisetii / F. poae (Fernandez und Chen, 2005). Somit zählt die in dieser Arbeit näher 

untersuchte Art F. graminearum zu den stärker pathogenen Fusarien. 
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1.2.2 Mykotoxinproduktion von F. graminearum 

Viele Fusarium-Arten produzieren hochwirksame Mykotoxine. Insbesondere Getreide 

wird von den toxinproduzierende Arten, wie F. graminearum, F. culmorum, F. poae und       

F. avenaceum, befallen (Tab. 3). 

Tab. 3: Auswahl toxinproduzierender Fusarien und ihrer Toxine (Rodemann und Bartels, 
2004) 

Pilz Toxine 

F. graminearum Trichothecene (DON, NIV), ZEA 

F. culmorum Trichothecene (DON), ZEA 

F. poae Trichothecene (NIV, DAS) 

F. avenaceum Moniliformin, Fusarin 

F. sporotrichioides Trichothecene (HT-2-Toxin, T-2-Toxin) 

 

Viele der von Fusarium spp. gebildeten Toxine zählen zur Gruppe der Trichothecene. Al-

len Trichothecenen ist gemeinsam, dass es sich um drei-

zyklische Sesquiterpene mit einem 12,13-epoxy-

trichothec-9-ene Ring handelt. Sie werden in vier Klassen 

(A-D) unterteilt (Sweeney und Dobson, 1999). Von Fusa-

rium spp. werden die Klassen A und B produziert. Diese  

Abb. 1: Darstellung von Deoxynivalenol (DON) 

beiden Klassen unterscheiden sich durch das Fehlen (Klasse A) oder das Vorhandensein 

(Klasse B) einer Ketogruppe an Position C-8 des Trichothecens (Nicholson et al., 2004; 

Rocha et al., 2005; Ichinoe et al., 1983). Zur Klasse A zählen unter anderem die Toxine 

Diacetoxyscirpenol (DAS), T-2 und HT-2, zur Klasse B die Toxine Deoxynivalenol 

(DON) und Nivalenol (NIV) (Nicholson et al., 2004; Rocha et al., 2005). Die Synthese 

von DON (Abb. 1) und weiteren Toxinen von Farnesyl-Pyrophosphat über Trichodiene 

ausgehend ist in Abb. 2 mit den Bezeichnungen einzelner beteiligter Gene dargestellt 

(Proctor et al., 1995; Sweeney und Dobson, 1999; Desjardins et al., 1993; Peplow et al., 

2003; Toth et al., 2004; Lee et al., 2002; Kim et al., 2003). Über die gemessene Expressi-

on des tri5-Gens, das zu Beginn der Toxin-Synthese exprimiert wird (Abb. 2), und da von 
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F. graminearum und anderen bei Weizen vorkommenden fusariellen Trichothecen-

Produzenten überwiegend DON gebildet wird, ist es möglich Rückschlüsse auf den späte-

ren DON-Gehalt der Getreideprobe zu ziehen (Voigt et al., 2007; Doohan et al., 1999). 

Abb. 2: Biosynthese der Trichothecene und dabei beteiligte sogenannte tri-Gene 

DON ist, wie alle Trichothecene, sehr hitzestabil und resistent bei neutralem bis saurem 

pH-Wert. Daher ist es möglich, dass das Toxin im tierischen Organismus ungehindert über 

den Darm aufgenommen werden kann. Die toxische Wirkung (LD50 0,75 mg/kg; Roth et 

al., 1990) von DON äußert sich in vermindertem Wachstum, Säuglingssterblichkeit, Inhi-

bierung der Proteinsynthese, Immunsuppression und Erbrechen (Rocha et al., 2005; Joffe, 

1986; Diaz, 2005). 

Bei Pflanzen verursacht DON eine Hemmung der Keimung und des Wachstums der Kole-

optilen, sowie eine Verminderung der Wurzel- und Blattmasse (Rocha et al., 2005). Bei 

der Kornausbildung bewirkt DON eine Reduktion des Protein- und Glutengehaltes (Parry 

et al., 1995). 

1.2.3 Bedeutung von Deoxynivalenol bei der Pathogenese in Weizen 

Für die Aggressivität von F. graminearum und F. culmorum scheint DON eine entschei-

dende Rolle zu spielen (Hestbjerg et al., 2002; Ludewig et al., 2005b). Bei einem Fehlen 

von pilzlichen Trichothecenen konnte eine Verlangsamung und in einigen Fällen auch ein 
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Stopp des Pilzwachstums in der Pflanze beobachtet werden (Eudes et al., 2001). Ein Ma-

ximum der Zunahme des DON-Gehaltes in Weizen bereits drei Tage nach der Ähren-

Inokulation, wird von Ludewig et al. (2005b) ebenfalls als Hinweis auf die Bedeutung 

DONs als Aggressivitätsfaktor betrachtet. Goswami et al. (2006) und Cumagun et al. 

(2004) berichteten von messbaren Mengen an DON in Gerste und Weizen bereits 48 h 

nach der Inokulation mit Fusarium. Der frühe starke Anstieg von DON spricht zudem 

dafür, dass DON nur zu Beginn der frühen und mittleren Phase der Wirt-Parasit-

Interaktionen wichtig ist. So konnten Eudes et al. (2001) einen Zusammenhang zwischen 

der Produktion von Trichothecenen und dem Eindringen von Fusarium in die Pflanze be-

stätigen. Die Wirkung DONs beruht unter anderem auf einer Inhibierung der Proteinsyn-

these und einer Schädigung der Zellmembran. Dadurch wird das Wirtsgewebe geschwächt 

und die Ausbreitung des Pilzes in der Pflanze erleichtert (Ludewig et al., 2005a; Cumagun 

et al., 2004; Miller und Ewen, 1997). Die Pathogenabwehr scheint dadurch insgesamt ge-

schwächt und verlangsamt (Eudes et al., 2001). Der Befallsverlauf von Fusarium in der 

Pflanze und die DON-Bildung (Ludewig et al., 2005b) sind auch in hohem Maße von 

Temperatur und Niederschlägen abhängig (Cumagun und Miedaner, 2003). Zudem ver-

muten Voigt et al. (2007), dass nicht nur DON für die Pathogenität von F. graminearum 

entscheidend ist. Zwischen den verschiedenen Getreidearten bestehen große Unterschiede 

bezüglich der Wirksamkeit von Trichothecenen (Langevin et al., 2004). Weizen zählt da-

bei zu einer der Trichothecen-empfindlicheren Getreidearten. 

1.2.4 Vermehrungszyklus von F. graminearum 

Im Folgenden ist exemplarisch der Lebenszyklus von F. graminearum bzw. G. zeae bei 

Weizen dargestellt.  

Wie in Abb. 3 ersichtlich, existieren bei F. graminearum verschiedene Sporentypen. So 

bildet sich auf Ernterückständen, wie Mais- oder Weizenstoppeln, im Frühjahr ab Tempe-

raturen über 10°C die Hauptfruchtform mit Perithezien (Pereyra et al., 2004). Innerhalb 

der Perithezien werden in Asci Askosporen (sexuelle Phase) gebildet. Durch hohe Luft-

feuchtigkeit (De Wolf et al., 2003) oder Regenereignisse (Markell und Francl, 2003) wer-

den die Fruchtkörper zum Platzen gebracht, die Askosporen freigesetzt und über den Wind 

verbreitet. Die Infektion der Ähren mit Fusarium spp. erfolgt in den meisten Fällen über 

die blühende Ähre (Narbe, Staubgefäße) durch die windverbreiteten Askosporen (Fernan-

do et al., 1997). Zwar kann der Pilz auch andere Pflanzenorgane befallen (Stängel, selten 
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Blätter), der Infektionsweg über die Blüte ist jedoch am einfachsten, da bei den dünnwan-

digen Filamenten und den raushängenden Antheren wenig wirkungsvolle Abwehr- 
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Abb. 3: Entwicklungszyklus von G. zeae (F. graminearum) bei Weizen 

mechanismen von Seiten der Pflanze existieren (Rodemann und Bartels, 2004; Engle et 

al., 2004). Die Askosporen keimen beispielsweise nach 4 h bei 100 % Luftfeuchte und 

20°C aus (Beyer und Verreet, 2005). Eine vollständige Hemmung der Keimung beobach-

teten Beyer et al. (2004) bei einem geringeren Wasserpotential von -65 bar (=95,3 % Luft-

feuchte bei 20°C). Eine Keimung der Fusarium-Sporen auf Blättern führt in den seltensten 

Fällen zu Symptomen (Obst und Gehring, 2002). Bei Sporen von F. graminearum konnte 

gezeigt werden, dass sie bereits 6-12 h (Wanyoike et al., 2002) bzw. 24 h (Goswami et al., 

2006) nach der Inokulation der Ähre über die Blüte Hyphen ausbilden können. Dabei ent-

steht innerhalb von 24 h ein dichtes Hyphengeflecht, woraus 24-36 Stunden nach der In-

fektion Penetrationshyphen gebildet werden. Nach 36 h ist der Fruchtknoten von Hyphen 

dicht bewachsen. Bis zu 3 Tage nach der Inokulation wächst der Pilz inter- und intrazellu-

lär. F. graminearum bildet Cellulasen, Xylasen und Pektinasen, mit welchen er die Zell-

wand des Wirtes abbaut, und dadurch das Eindringen in die Zelle bzw. das Wirtsgewebe 

erleichtert. 5-6 Tage nach Inokulation sind erste Symptome, wie wässerige, braune Flec-

ken, an der Ähre außen sichtbar. Nach Erreichen der Spindel (7-8 Tage nach der Ährchen-

Inokulation) verbreitet sich Fusarium spp. in der Ähre. Durch die Blockade der Leitungs-

bahnen wird der oberhalb der Infektionsstelle liegende Ährenbereich von der Wasser- und 

Abbildung basiert auf http://www.apsnet.org/education/LessonsPlantPath/Fusarium/discycle.htm 
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Nährstoff-Versorgung abgeschnitten, wodurch es zur typischen Ausprägung von Weißäh-

rigkeit ohne Kornbildung kommt. Da der Pilz basipetal wächst, breitet sich der erkrankte 

Bereich in der Ähre nach unten aus und führt mit zunehmender Entwicklung der Körner 

zur Bildung von Mykotoxinen und Schmachtkörnern (Rodemann und Bartels, 2004; Kang 

et al., 2004 und 2005; Wanyoike et al., 2002; Parry et al., 1995). Zudem bildet sich an den 

Ährchen außen ein lachsfarbener Sporenbelag (Makrokonidien) aus (Obst und Gehring, 

2002). Mittels der Makrokonidien ist es Fusarium spp. möglich weitere Pflanzen zu infi-

zieren. 

Eine weitere Infektionsmöglichkeit besteht über Konidiosporen (Markell und Francl, 

2003), welche von Ernterückständen bei Niederschlägen über Spritzwasser von Blattetage 

zu Blattetage bis zur Ähre oder auch direkt bis zu dieser geschleudert werden können 

(Paul et al., 2004; Adolf, 1998).  

Eine Infektion ist auch während der Keimung von Weizensaatgut möglich. Einige Fusari-

um- Arten sind in der Lage, in der Pflanze systemisch zu wachsen (Parry et al., 1995; 

Langevin et al., 2004). Ob es für den Pilz dabei möglich ist, bis in die Ähre vorzudringen, 

ist jedoch fraglich. Bislang konnte dafür kein Beweis erbracht werden.  

Im Boden kann F. graminearum in seiner saprophytischen Phase auf Ernterückständen 

(Stoppeln, Körner) überleben und bei günstigen Bedingungen im nachfolgenden Frühjahr 

erneut auskeimen. Die Sporen sind bis zu zwei Jahren keimfähig (Pereyra et al., 2004; 

Inch und Gilbert, 2003a). Von einigen Fusarium-Arten, wie F. culmorum, F. oxysporum 

und F. equisetii, können die Sporen auch direkt im Boden überdauern (Pereyra et al., 

2004; Obst und Gehring, 2002).  

1.3 Bekämpfung von Fusarium spp. im Getreideanbau 

1.3.1 Anbaumaßnahmen  

1.3.1.1 Berücksichtigung örtlicher Gegebenheiten 

Bei der Wahl des Standorts unter Berücksichtigung der Belastung mit Fusarium spp. soll-

ten sowohl topographische Gegebenheiten (möglichst keine Senken und Kuppen) als auch 

die klimatische Lage (kein Kälte- oder Hitzestau, kein Waldrand mit höherer Feuchte) 

berücksichtigt werden.  

Eine hohe Feuchte oder Niederschläge in Verbindung mit Temperaturen über 20°C wäh-

rend der Blüte bilden günstige Infektionsbedingungen. Daher sollte auf eine Überkopfbe-
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regnung verzichtet werden, um die Feuchtigkeit auf den Pflanzen und im Pflanzenbestand 

nicht unnötig zu erhöhen (Parry et al., 1995). Eine leichte Feuchte wirkt sich jedoch posi-

tiv auf die Aktivität der Bodenorganismen aus.  

Eine angepasste Stickstoffdüngung wird empfohlen (Fauzi und Paulitz, 1994; Yi et al., 

2001; Parry et al., 1995; Bartels und Rodemann, 2003), da dadurch die Pflanzen gut ver-

sorgt sind und eine vitale Pathogen-Abwehr aufweisen. Yi et al. (2001) weisen darauf hin, 

dass mit Kalkstickstoff die besten Ergebnisse erzielt werden konnten. Eine gezielte Stick-

stoffgabe führt zu einer Verbesserung des C/N-Verhältnisses, was einen positiven Einfluss 

auf die Aktivität der Mikroorganismen im Boden hat (Pereyra et al., 2004). Dadurch kön-

nen wiederum die mit Fusarium-belasteten Ernterückstände (Pereyra et al., 2004; Inch und 

Gilbert, 2003a) schneller mikrobiell abgebaut werden. 

Um eine gute und schnelle Zersetzung der Ernterückstände zu erreichen (Eiblmeier und 

Lepschy, 2007), ist auch die Art der Bodenbearbeitung wichtig. Peryera et al. (2004) emp-

fehlen, Pflügen mit einer Zerkleinerung von Ernterückständen zu kombinieren. Durch die 

Zerkleinerung wird eine größere Oberfläche der Rückstände erzeugt und diese im Boden 

schneller von Mikroorganismen abgebaut (Inch und Gilbert, 2003a; Bartels und Rode-

mann, 2003). Dabei ist es jedoch wichtig, nicht zu tief zu pflügen, da dort die Aktivität der 

Bodenorganismen reduziert ist (Yi et al., 2001). Im ökologischen Anbau wird vom Pflug-

einsatz zur Schonung der Bodenstruktur meist abgeraten. Dennoch ist der Befall mit Fusa-

rium spp. und die DON-Belastung an Weizen in vielen Fällen deutlich geringer als im 

konventionellen Anbau (Birzele et al., 2002). Die Ursache könnte dabei in der bei ökolo-

gischem Landbau vorherrschenden aktiveren Bodenfauna liegen. 

Ein weiterer Faktor ist das Vorkommen von Wildgräsern um die ackerbaulichen Kulturen. 

So können einige von ihnen als neue Inokulumquelle für Fusarium spp. dienen (Parry et 

al., 1995; Inch und Gilbert, 2003b). 

1.3.1.2 Wahl der angebauten Kultur 

Die Fruchtfolge sollte erweitert und mindestens zwei Jahre Anbaupause zwischen Weizen- 

und Maisanbau liegen, da die Sporen von Fusarium spp. bis zu 2 Jahre auf Ernterückstän-

den, wie ausfallenden Körner, Stroh-Rückstände und Stoppeln, überleben können (Pereyra 

et al., 2004; Inch und Gilbert, 2003a). Auch sollten auf Fusarium spp. gefährdeten Flä-

chen Weizensorten mit einer geringen Fusarium-Anfälligkeit angebaut werden (Bartels 

und Rodemann, 2003; Parry et al., 1995). Die Sorten unterscheiden sich bezüglich der 
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Resistenzausprägung, der Toxintoleranz und auch morphologisch. So ist oft ein deutlicher 

Unterschied bei der Halmlänge zu erkennen, wobei längere Pflanzen im Schnitt eine ge-

ringere Belastung mit Fusariosen aufweisen (Fauzi und Paulitz, 1994). Auch das Blühver-

halten (Kang et al., 2004) unterscheidet sich in der Blühdauer (je kürzer desto geringer das 

Infektionsrisiko) und in der Öffnung der Ährchen zur Blüte (je weiter geöffnet, um so 

größer das Infektionsrisiko) (Ellner und Schuster, 2006). 

1.3.2 Fungizideinsatz 

Die Ausbringung der Fungizide gestaltet sich wegen des optimalen Zeitpunkts (Weizen-

blüte), der unterschiedlichen Ausprägung der Infektion, der unterschiedlichen Virulenz 

des Pathogens und der unterschiedlichen Resistenzausprägung der Pflanze schwierig (Me-

sterhazy et al., 2003). Es ist entscheidend zu welchem Entwicklungsstadium (Chala et al., 

2003) und mit welchem Fungizid eine Behandlung erfolgt, da ansonsten lediglich eine 

Reduktion des Pilzwachstums, jedoch nicht des Toxingehaltes (Voigt et al., 2007) erreicht 

werden kann. Vielmehr gibt es Hinweise, dass sich die DON-Produktion bei erschwertem 

Myzelwachstum sogar erhöht. Der Einsatz von Strobilurinen wird als problematisch ange-

sehen, da diese Fungizide bei einer Anwendung nach der vollständigen Entwicklung des 

Fahnenblattes (BBCH 39) eine Erhöhung des DON-Gehaltes bewirken können (Chala et 

al., 2003; Eiblmeier und Lepschy, 2007; Mesterhazy et al., 2003; Menniti, et al., 2003; 

Pirgozliev et al., 2002). Dagegen wird eine Behandlung mit Azolfungiziden empfohlen 

(Bartels und Rodemann, 2003; Magan et al., 2002). Durch die Ausbringung von Fungizi-

den kann bei Fusarium an Getreide bislang nur eine Befallsreduktion um etwa 70 % er-

zielt werden (Versuchsbericht der LfL: http://www.versuchsberichte.de/VIPDOKVOLL 

PFLANZEN/DDD/ 4c61c.pdf). 

1.3.3 Alternative Bekämpfungsmethoden 

Eine mögliche biologische Kontrolle mit Antagonisten wird diskutiert. So werden in ver-

schiedenen Arbeiten mit unterschiedlichen Organismen (Sporobolomyces, Cladosporium 

spp., Alternaria spp., Actinomyzeten, Trichoderma-Isolaten, Bacillus subtilis, Cryptococ-

cus sp. und F. graminearum-Stämmen, die nicht in der Lage sind Trichothecene zu produ-

zieren) durchaus positive Erfahrungen gemacht (Parry et al., 1995; Cleveland et al., 2003; 

Koch et al., 2006; Hagn et al., 2003; Schisler et al., 2002). Da beim ökologischen Landbau 

ebenfalls kaum Fungizide ausgebracht werden, ist eine größere mykologische Vielfalt auf 

den Feldern zu finden. Das größere Potential an Antagonisten erklärt möglicherweise den 

geringeren Befall mit Fusarium an Weizen.  
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Um das Auftreten von Fusarium bei der Weizen-Keimung zu verhindern, werden mikro-

bielle Bekämpfungen (Koch et al., 2006) und Heißwasserdampfbehandlungen (Forsberg et 

al., 2005) bei Saatgut durchgeführt. 

Cleveland et al. (2003) weisen zudem auf die Notwendigkeit der Insektenkontrolle hin, da 

diese zusätzlich als Vektor z.B. für Sporen fungieren können. 

1.3.4 Prognosemodelle für den Befall mit Fusarium spp.  

Als Hilfestellung für Getreideanbauer und -abnehmer werden derzeit von unterschiedli-

chen Einrichtungen Prognosemodelle erarbeitet, die versuchen die Wahrscheinlichkeit 

einer Fusarium-Infektion oder die Fusarium- und DON-Belastung des Erntegutes zu er-

rechnen. Ein derartiges Modell sollte in der Lage sein, die entscheidenden Parameter für 

die Fusarium-Infektion bzw. -Entwicklung zu erfassen und diese mit den vorliegenden 

oder zu erwartenden Wetterdaten zu verrechnen. Wie bereits erwähnt, stellen sowohl Vor-

frucht, Menge an Ausgangsinokulum, Bodenbearbeitung und Sorte, als auch die Verwen-

dung von Fungiziden wichtige Ausgangsgrößen dar. Entscheidend ist neben den Wetterda-

ten (Niederschlag, Temperatur, Wind) die Entwicklung des Pilzes in bzw. auf der Pflanze. 

Da über letztere noch wenig bekannt ist, können bisherige Prognosemodelle (siehe Litera-

turverzeichnis „Internetadressen für einige Fusarium-Prognosemodelle“) nur mit den ge-

nannten Ausgangsgrößen in Kombination mit Wetterdaten kalkulieren.  

1.4 Nachweismethoden für Fusarium spp.  

1.4.1 Nicht-molekularbiologische Methoden 

Die verschiedenen Fusarium-Arten können konventionell anhand ihrer Ansprüche an Wirt 

und Umwelt oder mikroskopisch über ihre morphologischen Merkmale unterschieden 

werden (Summerell et al., 2003). Zur Ermittlung des Befalls an der Pflanze wird auch die 

Bonitur verwendet (Edwards et al., 2001; Menniti et al., 2003).  

Mit optischen Messungen im Nahen Infrarot (NIR) wird versucht bei der Getreideannah-

me den Gehalt an Mykotoxinen zu bestimmen (Delwiche et al., 2005). 

Mit Sporenfallen, die im Feld stehen, können lediglich Aussagen über die Anzahl der 

windverteilten Askosporen, aber nicht über deren Keimfähigkeit, gewonnen werden (Fer-

nando et al., 2000). Die Zuverlässigkeit dieser zeitaufwändigen und teilweise nicht ausrei-

chend spezifischen Methoden hängt in starkem Maße von der Erfahrung und dem Ge-
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schick der durchführenden Person ab (McCartney et al., 2003; Waalwijk et al., 2004; Cha-

la et al., 2003; Summerell et al., 2003). 

1.4.2 Neuere Methoden für den Fusarium-Nachweis 

1.4.2.1  Nachweis von Fusarium-Toxinen 

Eine Möglichkeit des DON-Nachweises ist die Verwendung der HPLC (High Pressure 

Liquid Chromatography) (Lottspeich und Zorbas, 1998; Eiblmeier und Lepschy, 2007). 

Die Bestimmung des DON-Gehaltes ist auch mit anderen Formen der Chromatographie, 

z.B. der Gas-Chromatographie (GC) (Voigt et al., 2007) und der mit einem Massenspek-

trometer kombinierten GC (GC-MS) (Bakan et al., 2002), möglich. Diese Methoden wei-

sen eine hohe Sensitivität, aber auch einen hohen instrumentellen und zeitlichen Aufwand 

auf. 

Mit Hilfe immunologischer Analysen ist ebenfalls ein Nachweis von DON möglich. Häu-

fig wird der ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) verwendet (Doohan et al., 

1999), der sich durch die Schnelligkeit des Tests und die geringere instrumentelle Ausrü-

stung auszeichnet. Bereits in anderen Arbeiten wurde der DON-ELISA für die Bestim-

mung des Toxin-Gehaltes in Pflanzenproben eingesetzt und erwies sich dabei als ausrei-

chend sensitiv (Voigt et al., 2007; Doohan et al., 1999). 

1.4.2.2 Molekularer Nachweis von Fusarium-DNA  

Mit ELISA ist auch der immunologische Nachweis der DNA verschiedener Fusarium-

Arten möglich (Edwards et al., 2001). Beim Nachweis von Viren mittels ELISA konnten 

gute Erfahrungen gemacht werden. Der Einsatz für komplexere Organismen, wie bei-

spielsweise Pilze, ist allerdings problematisch (McCartney et al., 2003).  

Für den molekularbiologischen DNA-Nachweis verschiedener Fusarium-Arten werden 

zwei unterschiedliche Methoden beschrieben. So schildern Mumford et al. (2006) sowohl 

den Einsatz von Microarray als auch die Verwendung der Polymerasen Kettenreaktion 

(PCR). Bei einem Microarray, eine reverse Dot-Blotting Methode, können verschiedene 

Arten parallel bestimmt werden. Die Durchführung ist schnell und effizient, bei der Unter-

scheidung nahverwandter Arten weist der Test jedoch Schwächen auf (Nicolaisen et al., 

2005). 

Die PCR (Newton und Graham, 1994) wird von zahlreichen Arbeitsgruppen bereits seit 

Jahren für die eindeutige Zuordnung von Fusarium-Arten erfolgreich eingesetzt (Hagn et 



Einleitung 24 

 

al., 2003; Beyer et al., 2004; Nicolaisen et al., 2005; Summerell et al., 2003; Nicholson et 

al., 1998 und 2004; Bakan et al., 2002; Edwards et al., 2001; Parry und Nicholson, 1996). 

Mit dieser Methode können sowohl totes als auch lebendes Myzel und Sporen aus Rein-

kultur und auch pflanzlichen Geweben auf unterschiedliche Fusarium-Arten untersucht 

werden (Niessen und Vogel, 1997). Mit der Realtime-PCR ist es möglich, den Anstieg des 

DNA-Gehaltes, teilweise mehrerer Erreger gleichzeitig, zu verfolgen und zu quantifizieren 

(Brandfass und Karlovsky, 2006; Waalwijk et al., 2004). Die Realtime-PCR gilt als eine 

der wichtigsten Methoden in der Phytodiagnose (Mumford et al., 2006; Donaldson et al., 

1995; Sarlin et al., 2006; Bridge et al., 1998; Schots et al. 1994). 

1.4.2.3 Gen-Expressionsanalyse 

Um die Aktivität (Expression) eines Genes zu messen, gibt es verschiedene Methoden. 

Bei Pilzen ist die Expression nicht immer mit der Transkription identisch. Da sich jedoch 

in der internationalen Literatur die Bezeichnung mit Genexpression in diesem Zusammen-

hang etabliert hat, wird die Bezeichnung Genexpression auch in dieser Arbeit, allerdings 

unter Vorbehalt, verwendet. Für die Quantifizierung der Expression eignen sich im All-

gemeinen der Northern-Blot, die in situ-Hybridisierung und der RNAse protection assay. 

Für Untersuchungen in planta ist die Sensitivität dieser Methoden allerdings nicht ausrei-

chend (Bustin, 2000; Almeida et al., 2004; Doohan et al., 1999). Für die Expressionsana-

lysen in der Pflanze hat sich die RT-PCR (Reverse Transkriptase-PCR) insbesondere die 

Realtime RT-PCR, wegen des hohen Durchsatzes, ihrer hohen Sensitivität und ihrer hohen 

Reproduzierbarkeit durchgesetzt (Bustin, 2000 und 2002; Almeida et al., 2004; Voigt et 

al., 2007; McMaugh und Lyon, 2003).  

In dieser Arbeit wird die Aktivität des tri5-Gens bestimmt, welches zu Beginn der Tri-

chothecen-Synthese aktiv ist (siehe auch 1.2.2) (McMaugh und Lyon, 2003; Almeida et 

al., 2004). 

1.5 Ziel der Arbeit 

1.5.1 Beschreibung des Arbeitsschwerpunktes „Mykotoxine“ an der LfL 

An der Bayerischen Landesanstalt für Landwirtschaft (LfL) existiert neben weiteren Ar-

beitschwerpunkten einer für „Mykotoxine“ (http://www.lfl.bayern.de/arbeitsschwerpunkte 

/mykotoxine/). Darin werden die Ergebnisse verschiedener Arbeitsgruppen zusammenge-

führt. Ziel für den Bereich Fusarium ist die Entwicklung eines „Entscheidungshilfemo-

dells zur Minimierung des Fusarium-Befalls und der Toxinbelastung bei Weizen“. Die 
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Erkenntnisse aus den Bereichen Toxin-Analytik, Fusarium-Diagnose (konventionell und 

molekularbiologisch), Agrarmeteorologie, Statistik, sowie Ergebnisse von Feldversuchen 

und einem Fusarium-Monitoring werden darin zusammengeführt. Im Rahmen dieses Ar-

beitsschwerpunktes entstand die vorliegende Arbeit, mit dem Fokus auf die molekulare 

Untersuchung des epidemiologischen Geschehens in der Pflanze. Des weiteren beschäfti-

gen sich einzelne Arbeitsgruppen mit Strategien zur Fusarium-Bekämpfung durch geeig-

nete Fungizidbehandlung, der Züchtung Fusarium-resistenter Getreidesorten, der Optimie-

rung der ackerbaulichen Faktoren und der Entwicklung eines Prognosemodells 

(http://www.lfl.bayern.de/ips/pflanzen schutzhinweise/12410/). 

1.5.2 Zielsetzung und Versuchansatz 

Im Zuge dieser Arbeit wurden Daten über den Anstieg von Fusarium-DNA in Weizen 

während der Vegetationsperiode vom Erscheinen des Fahnenblattes (BBCH 37) bis zur 

Ernte gewonnen. Zusätzlich wurden die Expression eines Schlüsselgens für die Toxin-

synthese und die DON-Gehalte von Beginn der Ährenblüte (BBCH 64) bis zur Ernte un-

tersucht. Dadurch war es möglich Informationen über die Entwicklung des Pilzes in der 

Pflanze unter natürlichen Bedingungen zu erhalten. Aufgrund dieser Daten können weitere 

Rückschlüsse über die Einflüsse von Weizensorte, Standort und auch Wettereinflüsse in 

den verschiedenen Anbaujahren auf den zu erwartenden Toxingehalt im Erntegut gezogen 

werden. 

Thesenformulierung 

Für die Zuarbeitung zu einem in der Entwicklung befindlichen Prognosemodells (siehe 

1.3.4 und 1.4) war es im Rahmen dieser Arbeit wichtig mehr Informationen über das Zu-

sammenspiel Fusarium-Weizen während der Vegetationsperiode zu erhalten. Dabei wur-

den folgende Thesen untersucht: 

- Die Menge an Fusarium nimmt in den befallenen Weizenähren während der Vegetati-

onsperiode kontinuierlich zu. 

- DON wird nur zur Etablierung des Pilzes in der Pflanze benötigt.  

- Die Gen-Expression spiegelt den erhöhten Bedarf an DON zu Beginn der Pathogenese 

wider. 

- Fusarium reagiert während der Entwicklung in den Ähren auf Umweltfaktoren und die 

Abwehrreaktionen der Pflanze.  
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- Der Hauptinfektionsweg erfolgt bei Fusarium über die Ähren und nicht über die Blätter. 

 

Versuchsansatz 

Durch einen geeigneten Versuchansatz wurde versucht die oben genannten Thesen zu be-

stätigen: 

Zur Messung einer möglichen Zunahme an Fusarium in Weizen, wurde der Fusarium-

DNA-Gehalt von Trichothecenbildnern und F. graminearum in den Ähren vom Ende des 

Ährenschiebens bis zur Ernte mit der Realtime-PCR quantitativ bestimmt. Mit der Mes-

sung der Fusarium-DNA können sowohl Myzel als auch Pilzsporen erfasst werden. 

Mit einer ELISA-Messung des DON-Gehalts vom Ende des Ährenschiebens bis zur Ernte 

kann der Anstieg des Toxingehalts in den Ähren festgestellt werden. Durch die parallele 

quantitative Bestimmung der Expression des tri5-Gens, eines Schlüsselgens bei der DON-

Synthese, mit einer Realtime-PCR zur gleichen Zeit, kann ein zeitlicher Zusammenhang 

zwischen Toxinproduktion und Gen-Expression hergestellt werden. Durch Hinzunahme 

der gemessenen Gehalte an Fusarium-DNA können Rückschlüsse auf die Entwicklung 

des Pilzes in Verbindung mit der Toxin-Produktion und dem tatsächlichen Toxingehalt 

gezogen werden. 

Um eine Aussage über den möglichen Einfluss von Weizen-Sorte, Standort und Anbau-

jahr auf den Verlauf der Fusarium-Infektion und der Toxin-Produktion treffen zu können, 

wurden an 2 klimatisch unterschiedlichen Standorten 2 Weizen-Sorten unterschiedlicher 

Anfälligkeit in zwei Jahren angebaut. Dadurch kann ein Eindruck über den Einfluss von 

Umweltfaktoren auf die Entwicklung des Pilzes in der Pflanze gewonnen werden. Dabei 

wird die Epidemiologie des Pilzes sowohl direkt durch die Umwelt als auch indirekt über 

den auf die Umwelt reagierenden Wirt beeinflusst.  

Zur Klärung des Hauptinfektionsweges von Trichothecenproduzierenden Fusarium-Arten 

bei Weizen wurden zusätzlich zu den Ähren die beiden oberen Blattetagen mit Realtime-

PCR quantitativ auf Fusarium-DNA hin untersucht.  

Zwar gibt es zu einigen Punkten bereits publizierte Arbeiten, jedoch beschränken sich 

diese auf wenige Aspekte und beachten nicht das Zusammenspiel verschiedener Faktoren. 

Bei der Bearbeitung dieser Thesen war stets auch die Anwendbarkeit und die Relevanz der 

Ergebnisse für die Praxis im Vordergrund. So war es von großem Interesse, ob eine Me-
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thode eine Toxin-Prognose vor der Ernte ermöglicht. Gerade die Getreideabnehmer, wie 

Mühlen und Lagerhäuser, sind sehr daran interessiert schon vor der Ernte zu erfahren, wie 

die Belastung in einem Jahr ausfällt. Dadurch können diese angemessen reagieren und 

unter Umständen verstärkt kontrollieren. Aber auch für die Landwirte ist eine frühzeitige 

Warnung wichtig, da sie bei Bedarf die geeigneten Fungizide zum geeigneten Zeitpunkt 

einsetzen können. Somit könnten Fungizidanwendungen und Treibstoff eingespart wer-

den. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Kultur verschiedener Pilzgattungen und -arten 

2.1.1 Kulturbedingungen der Pilze 

Für die Kulturführung der Fusarium-Arten und -Stämme sowie für Microdochium nivale 

wurden geeignete Nährmedien verwendet. Die Pilze wurden bei Raumtemperatur kulti-

viert bzw. bei Bedarf zur Beschleunigung des Wachstums auf den Nährmedien in einen 

Brutschrank bei gleichbleibenden 22°C gegeben. 

2.1.2 Nährmedien 

Zur Anzucht der Pilze wurde das Möhrenschnitzel-Nährmedium verwendet. Die weitere 

Kultur der Pilze erfolgte auf einem Biomalz-Agar. Die verwendeten Nährmedien wurden 

jeweils 20 min bei 120°C dampfdrucksterilisiert und anschließend mit sterilfiltriertem 

Streptomycinsulfat versetzt. 

 

Möhrenschnitzel-Nährmedium     Biomalz-Nährmedium, pH 5,8-6,2 

50 g geraspelte, rohe, gut geputzte Möhren  16    g Biomalz 

  8 g Agar-Agar        12,5 g Agar-Agar 

Aqua dest. ad 500 ml        Aqua dest. ad 800 ml 

80 ppm Streptomycinsulfat     80 ppm Streptomycinsulfat 

 

2.1.3 Biologisches Material 

Für die Herstellung von DNA-Standards (siehe 2.3.1.1) und zur Überprüfung der Spezifi-

tät der PCR-Primer wurden Microdochium nivale und verschiedene Fusarium-Arten und   

-Stämme in Reinkultur angezogen. 

Die Herkunft der unterschiedlichen Pilz-Stämme war verschieden. So stammte ein Teil 

aus dem langjährigen laufenden bayernweiten Fusarium-Monitoring der LfL. Die übrigen 

eingesetzten Stämme wurde der bereits bestehenden LfL-Stammsammlung (Büttner, LfL) 

entnommen (Tab. 4). 
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Tab. 4: Verwendete Pilzstämme und deren Herkunft. 

Herkunft 

Pilz Bezeichnung 
Fusarium-

Monitoring 

LfL-

Stammsammlung 

F. avenaceum ER 91  X 

ER 156  X 

F. culmorum 180 X  

 R79 X  

 158 X  

 157 X  

ER 334 a  BBA-Stamm 69733 
F. graminearum 

ER 332 a X  

F. moniliforme var. subglutinans ER 71 a X  

F. poae ER 306 X  

F. pseudograminearum 109948/192  CBS 

ER 61 a  Stamm 34 
M. nivale 

ER 46 a  Stamm 36 

ER = Erdröhrchen (Lagerungsform), BBA-Stamm: ursprünglich von der Biologischen 
Bundesanstalt; CBS = Centraalbureau voor Schimmelcultures, NL. 

 

2.2 Feldversuche 

2.2.1 Standorte und Erfassung der Witterungsparameter 

An zwei Standorten in Frankendorf (48°03'54" nördliche Breite/ 11°55'08" östliche Län-

ge) und Osterseeon (48°20'58" nördliche Breite/ 11°58'51" östliche Länge) wurden in den 

Jahren 2004 und 2005 jeweils zwei Winterweizen-Sorten auf je einem halben Hektar an-

gebaut. Die beiden Standorte befinden sich in einem Abstand von 42 km und unterschei-

den sich sowohl hinsichtlich der langjährigen Niederschlagsmengen als auch der Boden-

art. Der Standort Frankendorf liegt etwa 50 km nordöstlich und Osterseeon 30 km östlich 

von München. Genauere Angaben zu den beiden Standorten sind Tabelle 5 zu entnehmen. 

Die Versuchsflächen befinden sich in unmittelbarer Nähe zu Messstationen des agrarme-

teorologischen Messnetzes der LfL. An beiden Standorten wurden die Witterungsparame-

ter wie Windgeschwindigkeit, Niederschlag, Temperatur usw., aufgezeichnet und stehen 

via Internet (www.LfL.bayern.de) zur Verfügung (siehe 5.1). 
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Tab. 5: Angaben zu den Versuchstandorten 

 

2.2.2 Auswahl der Weizensorten 

In den Versuchsjahren 2004 und 2005 wurden die Winterweizensorten `Petrus´ und 

`Complet´ angebaut. `Petrus´ gilt als wenig Fusarium-anfällige Sorte und wurde 2006 

vom Bundessortenamt mit einer `2´ bezüglich ihrer Anfälligkeit für Ähren-Fusariosen 

eingestuft. Für die Sorte `Complet´ existiert keine derartige Einstufung des Bundessorte-

namtes. Jedoch ist diese Sorte als EU-Sorte zugelassen und etwa mit `6´ als relativ hoch-

anfällig eingruppiert (Zimmermann mündl., 2006). 

2.2.3 Felddesign und F. graminearum- Inokulation auf den Versuchsflächen 

In dem jeweils halben Hektar pro Sorte wurde ein Fläche von 30 m x 30 m als eigentliche 

Versuchsfläche abgesteckt. Um eine gleichmäßige Inokulation der Versuchsflächen  

 

Abb. 4: Maisstoppeln auf der Versuchsfläche (1/m²) 

sicherzustellen und um die Daten der verschiedenen Sorten, Standorte und Anbau-Jahre 

vergleichen zu können, wurden im Frühjahr, ab Mitte der Bestockung (BBCH 25) (Meier, 
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2001), eine 20 cm lange Maisstoppel/m² als Inokulum ausgebracht (Abb. 4). Das ent-

sprach in etwa einer Oberflächenbedeckung mit Maisstoppeln von 2 % (Kreitmayr mündl., 

2005). Die BBCH-Stufen beschreiben die Entwicklungsphasen des Getreides (siehe 5.2). 

Die Maisstoppeln stammten aus dem jeweils letztjährigen Anbau und waren natürlich mit 

F. graminearum infiziert. Die Lagerung erfolgte während des Winters im Freien. Um die 

Entwicklung von Fusarium auf den Stoppeln zu verfolgen, wurden nach dem Ausbringen 

wöchentlich je Standort eine Stoppel mikroskopisch auf die Bildung von Perithezien und 

Askosporen untersucht. 

2.2.4 Schema der Probennahme und -aufbereitung 

Die Probennahme erfolgte in 2004 und 2005 zweimal pro Woche, stets an den gleichen 

Wochentagen in 3-4 tägigem Abstand. Die Probennahme-Termine und das entsprechende 

Entwicklungsstadium vom Weizen sind im Anhang (5.3) einzusehen. Je nach Entwick-

lungsstand wurden die Blattetagen F und F-1 und die Ähren beprobt. Die Probennahme 

begann ab dem Erscheinen des Fahnenblattes (BBCH 37) und endete mit der Ernte. Auf 

den abgesteckten Flächen (siehe 2.2.3) wurden pro Probennahmetermin jeweils 10 Misch-

proben genommen. Jede Mischprobe setzte sich aus 10 zufällig gezogenen Blättern oder 

Ähren aus allen zehn Teilflächen der abgesteckten Fläche zusammen. Die Versuchsfläche 

wurde 10 mal durchschritten. Dabei wurden jedes Mal von jeder der 10 Teilflächen je-

weils 1 Blatt bzw. Ähre entnommen und diese zu einer Mischprobe zusammengefasst ( 

Abb. 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 5: Schematische Darstellung der Probennahme auf einer Versuchsfläche 
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Um die DNA und besonders die RNA vor zellulären Abbauprozessen zu schützen, wurden 

die Proben noch auf dem Feld mit flüssigem Stickstoff schockgefroren, ins Labor trans-

portiert und bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C gelagert. 

Die gefrorenen Proben wurden anschließend in einer Gefriertrocknungsanlage lyophili-

siert, um den Abbau der Nukleinsäuren zu verhindern (Huguette et al., 2000; Waalwijk et 

al., 2004). Die Dauer des Trocknungsvorganges richtete sich nach Art der Proben: Blätter 

benötigten etwa 24 h, Ähren ungefähr 48 h. Die getrockneten Proben wurden in Plastik-

beutel mit Trockengel überführt, diese verschweißt und in einem dunklen und kühlen 

Raum gelagert. 

Die getrockneten Proben wurden in einer Kugel-Schwingmühle (Retsch, MM2000) mit 

einer Stahlkugel (d = 20 mm) bei höchster Frequenz für 2-4 min pulverisiert. Im Gegen-

satz zu Blattproben, die direkt pulverisiert wurden, mussten die Ähren einer Vorbehand-

lung unterzogen werden. Diese unterschied sich nach Entwicklungsstufen (BBCH), da 

sich bei den jungen Ähren die Körner kaum von der Spelze trennen ließen: bis etwa frühe 

Milchreife (BBCH 74) wurden die getrockneten Ähren in der Tüte grob zerkleinert, wenn 

möglich die Spindel entfernt und dann vermahlen. Ab der mittleren Milchreife (BBCH 75) 

wurden die Ähren mit Mörser und Pistill grob bearbeitet, um dadurch die Körner vom 

Rest der Ähre zu trennen und nur die Körner zu vermahlen. 

Die gemahlenen Proben wurden in Rollrand-Gläser gefüllt, diese mit Parafilm verschlos-

sen, in Tüten luftdicht verpackt und in einem kühlen und dunklen Raum aufbewahrt. 

2.3 Molekularbiologische Arbeiten 

2.3.1 DNA-Extraktion und Bestimmung des DNA-Gehalts 

Zur DNA-Isolierung aus Myzel, gemahlenen Blättern und Ähren wurden verschiedene 

Methoden angewendet. Der Grund dafür lag in der unterschiedlichen Zusammensetzung 

(Stärke-, Protein-, Salzgehalt) der verschiedenen Matrizes, die eine unterschiedliche Vor-

gehensweise notwendig machte. Folgende Protokolle haben sich im Hinblick auf Schnel-

ligkeit und Effizienz als optimal herausgestellt. 

2.3.1.1 DNA-Isolierung aus Pilz-Reinkulturen und Herstellung der DNA-Standards  

Die DNA-Extraktion aus pilzlichen Reinkulturen von Nährmedien-Platte erfolgte mit dem 

DNeasy Plant Minikit von Qiagen (Hilden) nach folgendem Protokoll: 
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1. Etwa eine Spatelspitze Myzel (2-4 Wochen alt) wurde vom Nährmedium mit einem 
Spatel steril entnommen (möglichst ohne Agar) und in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß     
überführt. 

2. 100 µl Puffer-AP1 und 2 Wolframcarbid-Kügelchen (d = 3 mm) wurden dazugegeben 
und das Reaktionsgefäß für 30 s bei 30 Hz in der Schwingmühle (Retsch, MM2000) 
geschüttelt. 

3. Weitere 300 µl Puffer-AP1 wurden hinzugefügt und durch leichtes Schwenken das 
Homogenat vereint. Alles wurde kurz gemischt, in ein Magnetrack gesetzt und das 
Homogenat vollständig ohne die Kügelchen in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefäß über-
führt. 

Anschließend wurde gemäß dem Herstellerprotokoll verfahren und zuletzt die DNA mit 2 
x 50 µl sterilem H2O eluiert. 

Um eine ausreichende Menge desselben DNA-Standards für die gesamten PCR-

Untersuchungen zur Verfügung zu haben, wurden mindestens 30 Extraktionen der ver-

schiedenen Reinkulturen durchgeführt. Zur Herstellung einer einheitlichen Standardlösung 

wurde wie folgt weiterverfahren:  

1. Die Hälfte der eluierten DNA-Proben (z.B. 15 DNA-Extrakte à 100 µl von 30) wur-
den mit dem doppelten Volumen Isopropanol (z.B. 100 µl DNA-Extrakt + 200 µl Iso-
propanol) vermischt und für mindestens 1 h in -20°C gelagert. 

2. Danach wurden die Proben für 10 min bei 17.000 x g zentrifugiert und der Überstand 
vom Pellet abgenommen. 

3. Das Pellet im Reaktionsgefäß wurde im Trockenschrank bei 28°C getrocknet und 
anschließend in 10 µl H2O steril gelöst. 

4. Die so aufkonzentrierten Proben der verschiedenen Reinkulturen wurden mit den 
nicht aufkonzentrierten Proben vereinigt und photometrisch die DNA-Konzentration 
bestimmt (siehe 2.3.1.4). 

Die so hergestellten Standardlösungen der einzelnen Fusarium-Arten und von Microdo-

chium nivale dienten bei der PCR als Positiv-Kontrollen und wurden für die Untersuchun-

gen von Kreuzreaktionen bei den spezifischen PCR-Systemen verwendet. Zudem wurde 

aus den Standardlösungen für die Standardreihen bei der quantitativen PCR definierte 

Verdünnungen in sterilem Wasser hergestellt, so dass Endkonzentrationen von        

3,3*10-1µg/ml, 3,3*10-2 µg/ml, 3,3*10-3 µg/ml und 3,3*10-4 µg/ml, jeweils pro ml DNA-

Extrakt Pilz, erhalten wurden. 

2.3.1.2 DNA-Isolierung aus Weizenblättern 

Die DNA-Isolierung bei Weizenblättern wurde mit dem MagAttract 96 DNA Plant Core 

Kit von Qiagen (Hilden) durchgeführt. Zur Einhaltung der vorgeschriebenen Inkubations-

zeiten wurde maximal eine halbe Mikrotiterplatte bearbeitet. Die Zelllyse erfolgte in fol-

genden Schritten: 
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1. 10 mg Trockenmasse der gemahlenen Blättern wurden in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß 
eingewogen. 

2. Dazu wurden 300 µl Buffer RLT gegeben, gründlich geschüttelt und anschließend 20 
s bei höchster Geschwindigkeit gevortext. 

3. Die Reaktionsgefäße wurden bei 6000 x g für 5 min zentrifugiert. 

Anschließend erfolgte die Extraktion gemäß dem Herstellerprotokoll „Manual DNA Puri-

fication“.  

2.3.1.3 DNA-Isolierung aus Ähren 

Aufgrund des hohen Stärke- und Eiweißgehalts der Ähren (Kübler, 1994) haben sich bei 

der Verwendung einiger kommerziell erhältlicher Kits Schwierigkeiten ergeben. Durch die 

unten beschriebene Kombination von Silicamembran-Säulchen (Promega, Mannheim) und 

der Methode nach Doyle und Doyle (1990) konnte ein zufriedenstellendes Resultat erzielt 

werden. Zur Reduktion des Kontaminationsrisikos wurden in den Schritten 10-15 die Sili-

camembran-Säulchen in jeweils neue 1,5 ml-Reaktionsgefäße ohne Deckel gesetzt. 

1. 10 mg Trockenmasse der gemahlenen Ähren wurden in ein 1,5 ml-Reaktionsgefäß 
eingewogen. 

2. Dazu wurden 2 Wolframcarbid-Kügelchen und 1 ml Doyle-Puffer gegeben und in die 
Kugel-Schwingmühle (Retsch, MM2000) für 30 s bei 30 Hz gespannt. 

3. Die Kügelchen wurden mit dem Magnet-Rack fixiert und die Lösung in ein neues 2 
ml Reaktionsgefäß überführt. 

4. Anschließend wurde die Lösung 30 min bei 60°C und 800 rpm in einem Thermomi-
xer inkubiert. 

5. Nach kurzer Zentrifugation (10 s, 1500 x g) wurden 1 ml Chloroform/Isoamylalkohol 
(24:1) dazugegeben und 5 x umgeschüttelt. 

6. Danach wurde die Probe 10 min bei 20°C und 5000 x g zentrifugiert. 
7. 100 µl NaAcetat (3M, pH 5,2) wurden in einem neuen Reaktiongefäß vorgelegt. 
8. Die obere Phase wurde in das neue Reaktionsgefäß überführt. 
9. Dazu wurden 1 ml Isopropanol (-20°C) gegeben und die Probe für mindestens 1 h in  

-20°C gelagert. 
10. Danach wurde nach und nach die gesamte Isopropanol/Probenmischung in max. 500 

µl Portionen auf ein Silicamembran-Säulchen (in neuem Reaktionsgefäß sitzend) auf-
getragen und 1 min bei 16.000 x g und 4°C zentrifugiert. Der Durchfluss wurde stets - 
wie auch in den Folgeschritten - verworfen.  

11. Anschließend wurden 500 µl Waschpuffer auf das Silicamembran-Säulchen gegeben 
und dieses 1 min bei 16.000 x g und 4°C zentrifugiert. 

12. Dieser Waschschritt wurde wiederholt. 
13. 500 µl Ethanol (4°C) wurden auf das Silicamembran-Säulchen aufgetragen und 1 min 

bei 16.000 x g und 4°C zentrifugiert. 
14. Auch dieser Schritt wurde wiederholt. 
15. 400 µl Ethanol (4°C) wurden auf das Silicamembran-Säulchen aufgetragen und 5 min 

bei 16.000 x g und 4°C zum Trocknen zentrifugiert. 
16. Das Silicamembran-Säulchen wurde in ein neues Reaktionsgefäß gesetzt, 50 µl steri-

les H2O auf das Säulchen aufgetragen und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Zu-
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letzt wurde durch 2 min Zentrifugation bei 16.000 x g und 4°C das Eluat mit der darin 
gelösten DNA gewonnen. 

 

Doyle-Puffer, pH 8,0      Wasch-Puffer, pH 7,7 

  2    %   CTAB       76   %   Ethanol 

1,4   M   NaCl       10 mM  NH4-Acetat 

100 mM Tris 

 20  mM Na-EDTA 

  1   %    PVP-40 

0,2  %    Beta-Mercaptoethanol 

 

2.3.1.4 Bestimmung des DNA-Gehalts 

Zur Ermittlung der Konzentration der isolierten DNA, wurde mit einem Spektralphotome-

ter (GeneQuant II, Pharmacia) die Absorption im Eluat bei 260 nm (A260 = 1 entspricht 50 

ng DNA/ml) gemessen. Die Reinheit der DNA wurde über das Verhältnis der Absorption 

bei 260 nm/280 nm abgeschätzt, sowie über die Extinktionswerte bei 230 nm und 320 nm. 

Die Messung bei 320 nm wurde auch zur Kompensierung des Hintergrundsignals verwen-

det. Als Referenz diente steriles H2O, das auch zur Verdünnung des DNA-Extraktes für 

die Messung eingesetzt wurde. 

2.3.2 RNA-Isolierung 

Für die Extraktion der RNA aus Ährenproben und Weizenblättern wurde der Purescript 

RNA Isolation Zell- und Gewebe-Kit von Gentra (Biozym, Hessisch-Oldendork) einge-

setzt. Zu Beginn der Extraktion wurde nach folgenden Schritten verfahren. 

1. Für den Zellaufschluß wurden 10 mg gemahlenes, trockenes Pflanzenmaterial in ein 
1,5 ml Reaktionsgefäß mit 2 Wolframcarbid-Kügelchen (d = 3 mm) gegeben. 

2. Dazu kamen 300 µl Cell Lysis Solution. 
3. Der Aufschluss erfolgte in einer Schwingmühle (Retsch, MM2000) für 30 s bei 30 

Hz. 
4. 100 µl Protein-DNA Precipitation Solution wurden zugegeben. 
5. Das Reaktionsgefäß wurde in ein Magnet-Rack gesetzt und die Lösung in ein neues 

1,5 ml Reaktionsgefäß überführt 

Ab Schritt 5 wurde weiter nach dem Herstellerprotokoll verfahren. 

 

DNase-Verdau 

Zur DNase-Behandlung wurde die RQ1 DNase von Promega (Mannheim) verwendet. Zu 

24 µl RNA-Lösung wurden 3 µl RQ1 Puffer und 3 µl RQ1 Enzym-Lösung gegeben und 
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30 min lang bei 37°C inkubiert. Anschließend wurden 3 µl Stop Solution hinzugefügt und 

bei 65°C für 10 min inkubiert. Die Lagerung der isolierten RNA erfolgte bei -80°C. 

2.3.3 Verwendete Primer und Hybridisierungssonden 

Für die qualitativen und quantitativen PCR-Untersuchungen der verschiedenen Fusarium-

Arten wurden nach Primer-Vergleichsexperimenten und Sequenzanalysen zur Abschät-

zung eventueller Kreuzreaktionen und Homologien (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

BLAST/, http://www.ebi.ac.uk/clustalw/, http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3 

_www.cgi) die in Tab. 10 aufgeführten Primer verwendet. Die Fusarium-spezifischen 

Primer entsprachen den Angaben in der Literatur (Tab. 6). 

Tab. 6: Die verschiedenen Primersysteme, Verwendung und Herkunft 

`+´= wird angewendet, `+S´= Sonde. Falls nicht anders angegeben, wurde bei der 
quantitativen PCR SYBRGreen I verwendet.  

Primer-
Systeme 

Pilz /Gene 

qu
al

it
at

iv
e 

A
nw

en
du

ng
 

qu
an

ti
ta

ti
ve

 A
nw

en
du

ng
 

Ursprung und Anpassung der eingesetzten 
 Primer bzw. Amplifikate 

F. graminearum  + S original, Reischer et al., 2004 

tri5-Gen + + original, Schnerr, 2002 

bt2-Gen + + original, Doohan et al., 1999  

GAPDH- in Weizen +  original, Burton et al., 1999 

 

Vor der Verwendung des Housekeeping-Genes beta tubulin2 (bt2) wurde mit gesunden 

Weizenblattproben kontrolliert, ob das Primerpaar Bt2a/b nicht doch auch pflanzliche 

cDNA detektiert. Es ist unvermeidbar, dass pflanzliche cDNA oder auch DNA während 

der Extraktion mitisoliert werden. Daher war eine Kontrolle auf eine eventuelle Kreuzre-

aktion mit Weizen notwendig.  

Für die Expressionsanalyse diente das bt2-Gen als interne Kontrolle. Es wurde als Refe-

renz zur Kompensation möglicher, auch methodisch bedingter Unterschiede zwischen den 

Proben, wie Gesamt-RNA-Gehalt, Effizienz der RNA-Extraktion, DNase-Behandlung, 

RT-Reaktion und PCR, verwendet. Das entsprechende Primerpaar (Doohan, 1999) ist in 
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Tab. 6 dargestellt. In Vorversuchen wurde zur Überprüfung der Extraktion intakter, für 

RT-PCR geeigneter RNA GAPDH-spezifische Primer (Tab. 6) eingesetzt.  

In der Realtime PCR (siehe 2.3.4.4) wurden für den Nachweis von F. graminearum die 

von Reischer et al. (2004) entwickelte Gensonde eingesetzt (Tab. 6). In allen anderen Fäl-

len wurde der Fluoreszenzfarbstoff SYBRGreen I verwendet (siehe 2.3.4.4). 

2.3.4 Polymerase -Kettenreaktion (PCR) und Reverse Transkriptase- Polymerase 
Kettenreaktion (RT-PCR)  

2.3.4.1 Qualitative PCR 

GAPDH 

In Vorversuchen wurde zur Überprüfung der Extraktion intakter RNA und zur Etablierung 

eines effektiven Systems für die RT-Reaktion mit den Primern für die GAPDH gearbeitet. 

Die Funktion der RNA-Isolierung mit angeschlossener cDNA-Synthese wurde mit den 

Primern für die GAPDH in Weizen überprüft. Die PCR wurde in einem Reaktionsvolu-

men von 25 µl mit 0,1 mM dNTP´s (dNTP-Set 1, Roth, Karlsruhe), je 1 µM der Primer 

GAPDH-F und GAPDH-R, 1,5 mM MgCl2, PCR Puffer (1 x), 0,5 U Taq DNA Polymera-

se (Invitrogen, Karlsruhe) und 0,5 µl cDNA-Template durchgeführt. 

Das Temperaturprofil für den Thermocycler PTC 100 (MJ Research inc., Waltham (MA), 

USA) war wie folgt: Zur Denaturierung einmalig 94°C für 2 min, 34 Zyklen 94°C für 40 

s, 60°C für 40 s und 72°C für 1 min und zum Abschluss einmalig für 5 min 72°C. 

2.3.4.2 Agarosegel-Elektrophorese 

Zur Kontrolle der PCR-Produkte wurde ein 2 % -iges Agarosegel in 1 x TAE Puffer ver-

wendet. Zur Färbung der DNA Fragmente wurde Ethidiumbromid eingesetzt, das vorab in 

einer Endkonzentration von 0,5 µg/ml der Gellösung zugesetzt worden war. 10 µl des 

PCR-Produkts wurden mit 2 µl Ladungspuffer gemischt und davon 9 µl auf das Agarose-

gel aufgetragen. Als Standard diente die 100 bp-DNA-Leiter, äquimolar (Roth, Karlsruhe). 

Nach einer Laufzeit von etwa 1,5 h bei 80 V in TAE 1 x-Puffer, wurde das Gel auf einen 

Transilluminator gegeben, mit UV-Licht durchstrahlt und mit einer Digitalkamera (RA 2, 

Kaiser) fotografiert. 

TAE -Puffer 50 x, pH 8,0     Ladungspuffer 6 x 

242  g   Tris (2M)         1    x  TAE-Puffer 

57,1 ml Eisessig (1 M)     0,25 % Bromphenolblau (w/v) 

37,23 g Na-EDTA x 2H2O (0,1M)    40   % Saccharose (w/v)  

Aqua dest. ad 1000 ml 
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2.3.4.3 Analyse der PCR-Produkte 

PCR-Produkte, die in den ersten Versuchen mit den in Tab. 6 dargestellten Primer ampli-

fiziert wurden, wurden zur Überprüfung der Spezifität der durchgeführten PCR sequen-

ziert. Zunächst wurden die PCR-Amplifikate aus dem PCR-Ansatz isoliert. Dazu wurden 

die Fragmente von vier PCR-Parallelproben mit dem PCR Clean up Kit von Qiagen (Hil-

den) aufgereinigt: 

Puffer PB wurde im Verhältnis 5:1 (500 µl Puffer zu 100 µl PCR Amplifikat) zu den zu-

sammengefügten Parallelproben gegeben. 

Anschließend wurde gemäß dem Hersteller-Protokoll verfahren. 

Die Sequenzierung der isolierten PCR-Produkte wurde von der Firma Sequiserve (Vater-

stetten) vorgenommen. 

2.3.4.4 Realtime-PCR 

DNA-Standard 

Als DNA-Standard für die absolute Quantifizierung in der qualitativen PCR diente die 

nach Abschnitt 2.3.1.1 hergestellten Standardlösung der jeweiligen Fusarium-Art. Diese 

wurde unverdünnt und in 4 weiteren Dezimalverdünnungen (10-1, 10-2, 10-3, 10-4), die je-

weils frisch in sterilem Wasser hergestellt wurden, eingesetzt. Die Konzentration der un-

verdünnten Standards lag bei etwa 3,3 µg/ml DNA-Extrakt, Pilz (siehe 2.3.1.1). Bei jedem 

PCR-Lauf wurden zwei Standardreihen mit jeweils doppelt aufgetragenen Verdünnungs-

stufen eingesetzt. Über die geräteeigene Software (ABI Prism 7000- SDS v1.2) wurde mit 

den gemessenen CT-Werten der Verdünnungen die Steigung der Standardreihe (Standard-

gerade) berechnet. 

Die Berechnung der DNA-Quantität der einzelnen Proben erfolgte über die Standardgera-
de. 

 

tri5-Gen und bt2-Gen 

Für das tri5-Gen und das bt2-Gen wurde ein einheitliches Realtime-PCR Protokoll ange-

wendet, bei dem lediglich die Annealing-Temperatur unterschiedlich war (Tab. 7).  

Das Temperaturprofil war wie folgt: einmalig 95°C für 15 min als Initial-

Aktivierungssschritt für die HotStarTaq DNA Polymerase, 40 Zyklen mit 15 s bei 95°C, 

15 s bei entsprechender Annealingtemperatur und 30 s bei 72°C. Bei der Transkriptionsa-

nalyse des tri5/bt2-Gens wurde dem beschriebenen Protokoll eine Schmelzkurvenanalyse 
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(75°C-95°C, 1,4°C/s) angefügt. Dadurch war es möglich die eingesetzte cDNA auf DNA 

Verunreinigungen zu untersuchen. Die spezifischen Schmelzpunkte der cDNA- und DNA-

Fragmente von bt2 unterschieden sich um etwa 2°C.  

Für den Master Mix wurde der QuantiTect SYBR Green PCR Kit von Qiagen (Hilden) 

verwendet. Dazu wurden die Primer aus Tab. 6 (Endkonzentration 0,3 µM je Primer) ge-

geben. Jedem 22 µl Ansatz wurden 2 µl Template hinzugefügt. 

Tab. 7: Annealingtemperatur für Realtime-PCR 

Fusarium-Art Annealingtemperatur Gen Annealingtemperatur 

F. graminearum 67°C tri5-Gen 57°C 

  bt2-Gen 57,5°C 

 

F. graminearum 

Für den Nachweis von F. graminearum wurde neben den Primern zusätzlich eine Hybridi-

sierungssonde (Tab. 6) eingesetzt (Endkonzentration 0,2 µM). Für den Master Mix wurde 

der QuantiTect Probe PCR Kit von Qiagen (Hilden) den Herstellerangaben entsprechend 

verwendet. Die Endkonzentration eines jeden Primers betrug 0,3 µM. Jedem 22 µl Ansatz 

wurden 2 µl Template hinzugefügt. 

Das Temperaturprofil bestand aus folgenden Schritten: 15 min bei 95°C als einmaliger 

Initial-Aktivierungsschritt für die HotStarTaq DNA Polymerase, anschließend 40 Zyklen 

mit 15 s bei 95°C und 1 min bei 67°C (siehe Tab. 7). 

2.3.4.5 RT-PCR 

Die RT-PCR für die Expressionsanalysen des tri5-Gens erfolgte in zwei Schritten. Zuerst 

wurde die RNA nach der DNase-Behandlung mit der Reversen Transkriptase in cDNA 

umgeschrieben und anschließend die so gewonnene cDNA in einer quantitativen PCR 

eingesetzt (siehe 2.3.4.1 und 2.3.4.4). 

In der RT-Reaktion wurde der Omniscript RT-Kit von Qiagen (Hilden) verwendet. Für 

einen Reaktionsansatz von 20 µl wurden 2 µl Buffer-RT (10 x), 2 µl dNTP-Mix (5 mM 

jeweils), 2 µl Random Hexamer-Primer (10 µM, Promega/Mannheim), 1 µl RNasin Plus 

RNase Inhibitor (10 U/µl, Promega, Mannheim), 1 µl RT (4 U/µl) und 2 µl steriles H2O 

zu 10 µl DNase-behandelte RNA-Probe gegeben. Die RT-Reaktion erfolgte bei 37°C für 

90 min. 



Material und Methoden 40 

 

2.3.4.6 Relative Quantifizierung 

Die Expression des tri5-Gens wurde über die Relative Quantifizierung bei der Realtime 

RT-PCR (siehe 2.3.4.4 und 2.3.4.5) ermittelt (Pfaffl, 2001). Als Referenzgen wurde bt2 

gewählt, dessen Expression allgemein als relativ gleichmäßig eingeschätzt wird (Mayer et 

al., 2003; Doohan et al., 1999; Voigt et al., 2007).  

Bestimmung der Effizienz 

Grundlegende Bedeutung bei der Relativen Quantifizierung besitzt die Effizienz der ver-

wendeten PCR-Systeme für das Ziel-Gen tri5 und das Referenz-Gen bt2. Die Bestimmung 

der Effizienzen (E) erfolgte in der Realtime PCR mit der oben (2.3.4.4) beschriebenen 

DNA-Standardreihe. Dabei werden die einzelnen Verdünnungsstufen gegen die CT-Werte 

der einzelnen Verdünnungsstufen aufgetragen und die Steigung der sich ergebenden Gera-

de ermittelt. Die Effizienz berechnet sich nach der Formel: E = 10-1/Steigung der Standardgeraden 

(Roche, 2003). Eine Effizienz von 2 bedeutet daher eine Verdoppelung der DNA. Bei ei-

nem Unterschied von ≤  0,05 zwischen den Effizienzen, kann von einer gleichen Effizienz 

ausgegangen werden. Zwischen der Effizienz der tri5-PCR (~ 1,94) und der Effizienz der 

bt2-PCR (~1,76) konnte ein deutlicher Unterschied festgestellt werden. Aus diesem Grund 

wurde bei jeder PCR für beide Primersysteme die entsprechende Standardreihe mitgeführt 

und daraus die jeweilige Effizienz berechnet. Um die Schwankungen zwischen den ein-

zelnen PCR-Läufen korrigieren zu können, diente der unverdünnte DNA-Standard als 

Kalibrator. Dabei werden die Unterschiede zwischen den Kalibrator-CT-Werten bestimmt 

und die CT-Werte der Proben bei den einzelnen PCR-Läufen um die dadurch ermittelte 

Differenz korrigiert. Die Formel für die Berechnung des korrigierten Verhältnisses 

(=Ratio) der Expression des Ziel-Gens zu Expression des Referenz-Gens (Pfaffl, 2001) 

war wie folgt:  

)samplecontrol(CP

referenz

)samplecontrol(CP

etargt
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−

−
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∆
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(Ratio = Verhältnis, target = Ziel-Gen, CP = CT = threshold cycle, control = Kalibrator, sample = Probe)  

Bei einigen am Anfang durchgeführten PCR-Läufen wurde keine Standardreihe mitaufge-

tragen, sondern lediglich der Kalibrator. Bei diesen Läufen wurde für jedes Primersystem 

mit einer durchschnittlichen Effizienz gerechnet, die sich aus eigens zur Bestimmung der 

Effizienz eingesetzten Verdünnungsreihen ergab. Die derartig berechneten durchschnittli-
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chen Effizienzen unterschieden sich nicht wesentlich von Effizienzen, die sich aus den bei 

den einzelnen PCR-Läufen mitgeführten Standardreihen errechnete. 

2.3.5 DON-ELISA 

Zur Bestimmung des DON-Gehalts, die an den Ährenproben parallel zur Expression des 

tri5-Gens erfolgte, wurde der DON-ELISA-Kit von Transia (Art. 51010, Ober-Mörlen) 

unter Einbeziehung der mitgelieferten DON-Standards verwendet. Es handelte sich um 

einen indirekten kompetitiven Test. Die Nachweisgrenze des Assays betrug <50 µg/kg für 

Getreide. Die Durchführung wurde hinsichtlich der Probenvorbereitung, wie folgt, abge-

ändert und anschließend nach Empfehlungen des Herstellers weitergeführt: 

1. 9 ml destilliertes H2O wurden zu 473,7 mg +/- 0,1 mg getrockneter, gemahlener 
Pflanzenprobe in einem Zentrifugenröhrchen gegeben und kurz auf dem Vortex ge-
schüttelt. 

2. Die fixierten Röhrchen wurden liegend  20 min bei 300 Hz geschüttelt. 
3. Anschließend wurde 10 min bei 2000 x g und Raumtemperatur zentrifugiert. 

Ab diesem Schritt wurde nach den Angaben im Herstellerprotokoll fortgefahren. 

Die Extinktionen wurden mit dem ELISA-Photometer „Lambda K“ von MWG-Biotech 

(Ebersberg) bei 450 nm gemessen. 

2.4 Statistische Auswertung 

2.4.1 Allgemeines zur Berechnung der Probenmittelwerte 

Die DNA- und RNA-Ergebnisse setzen sich wie folgt zusammen: an jedem Probentag, 

wurden an beiden Standorten von jeder Sorte 10 Mischproben (=10 Wiederholungen) aus 

Blättern bzw. Ähren gezogen. Diese 10 Wiederholungen wurden im folgenden als Charge 

bezeichnet. Von wenigen Chargen wurden alle 10 Wiederholungen ausgewertet. Von den 

meisten Chargen wurden aus zeitlichen und finanziellen Gründen nur 5 Wiederholungen 

untersucht. Die restlichen 5 Wiederholungen einer Charge wurden für eventuelle unsiche-

re Ergebnisse aus den ersten 5 Wiederholungen als Kontrolle zurückgestellt. Jede Wieder-

holung wurde in der Expressionsanalyse zweimal und in den sonstigen DNA-Analysen 

dreimal aufgetragen. Dadurch ergaben sich beispielsweise bei DNA-Untersuchungen von 

Trichothecenbildnern 15 Messwerte pro Charge. Die drei Messwerte einer Wiederholung 

wurden bei allen DNA-Analysen logarithmiert und anschließend daraus der Mittelwert für 

eine Probe errechnet. Aus diesen 5 bzw. 10 Probenmittelwerten errechnete sich dann der 

Chargen-Mittelwert für einen Probennahmetermin, eine Sorte und einen Standort. Bei der 
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Expressionsanalyse wurde direkt aus den beiden Ratios einer Probe ein Mittelwert gebil-

det und diese 5- 10 Probenmittelwerte zu einem Chargenwert verrechnet. 

Für den DON-ELISA wurden die Extrakte von 5 Wiederholungen jeweils 2-mal aufgetra-

gen. Aus diesen 2 Werten je Wiederholung wurden Mittelwerte gebildet, welche wieder-

um mit den 5 Wiederholungen gemittelt wurden. Somit setzte sich ein Chargen-Mittelwert 

aus 10 Messwerten zusammen. Die Messwerte der ELISA-Untersuchungen wurden nicht 

logarithmiert. 

2.4.2 Statistische Berechnung 

Die Berechnung von Mittelwert, einfacher Standardabweichung und die Logarithmierung 

der Daten erfolgte im Tabellenkalkulationsprogramm Excel von Microsoft.  

Für die Berechnung der Trendlinie diente ein polynomisches Modell ( ²xcxcby 21 ++= ) 

welches sowohl in Excel berechnet, als auch mit dem Statistik Programm SAS 9.1 (siehe 

nächster Abschnitt) bestätigt wurden.  

 

Die weitere statistische Auswertung der Daten wurde mit dem Statistik-Programm SAS 

9.1 durchgeführt. So erfolgte vorab der Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung:  

 

 

Die Berechnungen der Korrelation (Besteht zwischen den zeitlichen Verläufen von zwei 

Sorte/Standort/Jahr-Kombinationen oder zwei verschiedenen Nachweismethoden ein Zu-

sammenhang wurde mit folgender Prozedur berechnet: 

 

 

 

Der Tukey-Kramer-Test, ein multipler t-Test (Precht und Kraft, 1993), wurde für den Mit-

telwertsvergleich (Inwieweit haben Standort, Sorte oder Jahr einen Einfluss auf die Be-

fallsentwicklung?) bei unbalancierten Daten eingesetzt. Hier ist ein Beispiel für F. grami-

nearum auf den Standort bezogen dargestellt: 

proc univariate data=dname normal; 

proc glm; 

model “Kombination1” = “Kombination2”; 
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proc glm; 

class Standort Sorte Jahr; 

model Fgra = Standort Sorte Jahr Standort*Sorte Standort*Jahr Sorte*Jahr; 

means Jahr Sorte / tukey lines; 

by Standort; 
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3 Ergebnisse 

3.1 Optimierung der Nukleinsäuren-Extraktion 

Die Extraktion von DNA und RNA aus Blättern, die mit einem kommerziell erhältlichen 

Kit durchgeführt wurden, bedurfte aufgrund ihrer Reinheit, ihrer ausreichenden Konzen-

tration und guten PCR-Eignung nur einer geringen Optimierung. Ein höherer Aufwand 

war bei der Optimierung der DNA-Extraktion aus Ähren notwendig.  

Dazu wurde die DNA-Extraktionsmethode nach Doyle und Doyle (1990) nach der DNA-

Fällung auf Silika-Membran-Säulchen fortgesetzt und somit modifiziert. Für die Validie-

rung des neuen DNA-Extraktionsverfahrens aus Ähren wurde Material von vier verschie-

denen Entwicklungsstufen (BBCH 73, 80, 84 und 95) verwendet. Mit dem neu entwickel-

ten Verfahren wurde zwischen 59,2 % und 26,8 % weniger DNA isoliert (Abb. 6) als bei 

der Methode nach Doyle und Doyle (1990). Trotz geringerer absoluter Menge an DNA, 

ergaben sich in der Realtime-PCR annähernd die selben Ct-Werte, wie am Beispiel von 

der DNA der Trichothecenbildner in Abb. 7 dargestellt ist. Dies spricht für eine höhere 

Reinheit der DNA-Extrakte bei der neuen Variante. Die Standardabweichungen der DNA-

Konzentrationen bewegten sich bei der Methode nach Doyle und Doyle (1990) zwischen 

0,1737 und 0,352. Die Standardabweichungen bei der neuen Methode lagen zwischen 

0,0354 und 0,1546 und wiesen somit eine deutlich bessere Reproduzierbarkeit der Ergeb-

nisse auf. 
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Abb. 6: DNA-Gehalte von Ährenproben verschiedener Entwicklungsstadien, die nach 
Doyle und Doyle (1990) bzw. nach dem neuen Verfahren extrahiert wurden.  

Dargestellt sind die Mittelwerte, die einfache Standardabweichung und der pro-
zentuale Unterschied zwischen den Ergebnissen der beiden Methoden. 
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Abb. 7: Ct-Werte in der Realtime-PCR auf das tri5-Gen bei Verwendung verschiedener 
DNA-Extraktionsverfahren. 

Dargestellt sind die Mittelwerte und die einfache Standardabweichung der Ct-
Werte.

Die Amplifizierung in der PCR verlief mit der neuen Methode gleichmäßiger und kon-

stanter (Abb. 8 und Abb. 9). Am deutlichsten wurde dieser Unterschied in den späteren 

Entwicklungsstufen, beispielweise kurz vor der Ernte (BBCH 95). 

Abb. 8: Realtime-PCR-Amplifizierung mit einer DNA-Probe aus BBCH 95 mit der neu-
en Variante extrahiert. 
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Abb. 9: Realtime-PCR-Amplifizierung mit einer DNA-Probe aus BBCH 95 mit der Ori-
ginal-Methode extrahiert

Aus den dargestellten Ergebnissen wird deutlich, dass die DNA-Extrakte, die mit der neu-

en Methode gewonnen wurden, für die Realtime-PCR besser geeignet sind. 

3.2 Primer-Testung 

Insgesamt wurden 32 verschiedene Primerkombinationen (Tab. 8) auf ihre Spezifität und 

Sensitivität hin in der PCR untersucht.  

Tab. 8: Die verschiedenen Primersysteme und Anzahl der getesteten Primer. 

Primer-Systeme 

Pilz-Arten/Gene 

Anzahl der 
getesteten Primer 

F. graminearum 12 

tri5-Gen (Fusarium) 16 

bt2-Gen (Fusarium) 2 

GAPDH-Gen (Weizen) 2 

 

Die Primerpaare wurden zunächst in einer Temperatur-Gradienten-PCR (56,4°C - 63°C) 

und mit drei verschiedenen MgCl2-Konzentrationen (1,5 mM, 2 mM, 2,5 mM) untersucht. 

Für jedes Zielgen wurde das am besten geeignete Primerpaar (Tab. 10) sowie die optimale 

Kombination der MgCl2-Konzentration und Annealing-Temperatur bestimmt. Diese Pa-

rameter wurden bei den weiteren Untersuchungen verwendet wie in 2.3.4 beschrieben.  
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Mit den ermittelten optimalen Bedingungen wurde das Primerpaar in einer weiteren PCR 

dann auf Spezifität gegenüber anderen Fusarium- Arten und M. nivale (Tab. 9) hin gete-

stet.  

Tab. 9: Übersicht über die Tests auf Spezifität der Primersysteme für F. graminearum 
und das tri5-Gen bei denen keine Kreuzreaktionen mit anderen Fusarium-Arten 
und Michrodochium-Arten auftraten  

`+´= getestet, `-´= nicht getestet 

ge
te

st
et

 

 a
u

f 

Primer-System für  
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F. graminearum + + + + + + + + 

tri5-Gen + + + + + + - - 

 

Dabei wurden die Standardlösungen (siehe 2.3.1.1) verschiedener Gattungen und Arten 

(Tab. 9) mit der Positivkontrolle (Standardlösung 2.3.1.1) der zu testenden Fusarium-Art 

in die entwickelte PCR eingesetzt. Primer, die sich in der konventionellen PCR als spezi-

fisch erwiesen hatten, wurden für die darauffolgenden Realtime-PCR-Untersuchungen 

verwendet.  

Auch in der Realtime-PCR, die im Vergleich zur konventionellen PCR sensitiver ist, er-

gaben sich weder bei den SYBR Green I basierenden Systemen noch beim Einsatz der 

Gensonde zum Nachweis von F. graminearum Kreuzreaktionen, so dass diese Primer für 

die Realtime-Untersuchungen der Proben aus den Feldversuchen verwendet werden konn-

ten (Tab.10). 
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Tab. 10: Die verwendeten Primer bzw. Gensonde, ihre Sequenzen, Länge der amplifizier-
ten DNA-Fragmente und das korrespondierende Gen. 

Primer-
name 

Organismus/ 
Gen 

Sequenz 

F
ra

gm
en

tl
än

ge
 

en
ts

pr
ec

he
nd

es
 

G
en

 

FGtubf 5´-GGTCTCGACAGCAATGGTGTT-3´ 

FGtubr 5´-GCTTGTGTTTTTCGTGGCAGT-3´ 

FGtubTM-
Sonde 

F. graminearum 

FAM-5´-
ACAACGGAACGG-
CACCTCTGAGCTCCAGC3´-TAMRA 

111 bp beta 

tubulin 

tri5S-F 5´-GAGCAGTACAACTTTGGAGG-3´ 

tri5S-R 

tri5-Gen 

   5´-ACCATCCAGTTCTCCATCTG-3´ 

120 bp tri5 

Bt2a 5´-GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC-3´ 

Bt2b 

bt2 

5´-ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC-3´ 

340 bp beta-

tubulin2 

GAPDH-F 5´-CCACCGGTGTCTTCACTGACAAGG-3´ 

GAPDH-R 

Weizen/GAPDH 

5´-GCCTTAGCATCAAAGATGCTGG-3´ 

550 bp GAPDH 

 

3.3 DNA-Gehalte von Trichothecenproduzenten gemessen mit der 
Realtime-PCR 

Um die Entwicklung der Trichothecen-Bildner in und auf der Pflanze verfolgen zu kön-

nen, wurden mit der Realtime-PCR sowohl Blätter als auch Ähren auf Trichothecenprodu-

zenten-DNA untersucht. Dabei wurden fünf bis zehn Wiederholungen einer Charge (2.4.1) 

jeweils dreimal untersucht. Aus den erhaltenen Meßwerten wurden die Mittelwerte be-

rechnet. Im Folgenden sind ausschließlich die Chargen-Mittelwerte gezeigt. Die Chargen, 

bei denen diese DNA messbar war, wurden für die weiteren Untersuchungen, wie Expres-

sionsanalysen des tri5-Gens, Tests auf F. graminearum und Bestimmungen des DON-

Gehalts, verwendet.  

Bei den Blättern konnten in 2004 keine reproduzierbaren DNA-Gehalte der Trichothecen-

produzenten gemessen werden. Nur in sehr wenigen Fällen waren DNA-Gehalte messbar. 

Da in 2004 der Fusarium-Befall deutlich höher war als 2005 wurde im zweiten Jahr auf 
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Untersuchungen der Blätter verzichtet. Aus diesem Grund beschränkten sich die nachfol-

genden Untersuchungen auf die Ährenproben. 

Im Verlauf der Vegetationsperioden, von Beginn der Blüte bis zur Ernte (BBCH 64 - 

BBCH 100), in 2004 (Abb. 10 und Abb. 11) und 2005 (Abb. 12 und Abb. 13) stieg der 

Gehalt an DNA der Trichothecenbildner in den Ährenproben in beiden Sorten und beiden 

Standorten deutlich an. Der zeitliche Verlauf dieser DNA-Gehalte war mit einer polyno-

mischen Funktion beschreibbar. 

Das Bestimmtheitsmaß (R²) lag 2004 (Abb. 10) zwischen 0,95-0,79. Dadurch konnte mit 

dieser quadratischen Funktion die Entwicklung der Zunahme an Trichothecenbildner-

DNA in Weizen bestimmt werden. Zwischen den Standorten war kaum ein Unterschied zu 

erkennen. Die Sorte `Complet´ war stärker befallen als die Sorte `Petrus´. 

In 2005 war der Verlauf zwar mit einer polynomischen Funktion 2. Grades noch gut zu 

erklären. Der Befall mit Fusarium 2005 verlief jedoch auf einem niedrigeren Niveau als 

2004, wie aus dem DNA-Gehalt und der Steigung der Trendlinie ersichtlich wird (siehe 

3.8.2). 
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Abb. 10: Zeitlicher Verlauf des Gehalts von Trichothecenproduzenten-DNA im Jahre 
2004 in Frankendorf und Osterseeon bei `Complet´. 

Aufgetragen sind die Mittelwerte der logarithmierten DNA-Gehalte aus 2004 
und die Standardabweichungen zu BBCH 67-100. Zusätzlich sind die Trendlini-
en für beide Standorte mit dem entsprechenden R² und der dazugehörigen Re-
gressionsgleichung dargestellt. 
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y  =  -0 ,0 0 5 6 x 2  +  1 ,0 5 6 9 x  - 4 8 ,4 6 1
R 2  =  0 ,9 5 4 8

y  =  -0 ,0 0 4 7 x 2  +  0 ,8 9 8 4 x  - 4 1 ,9 9 6
R 2  =  0 ,8 5 6 1
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Abb. 11: Zeitlicher Verlauf des Gehalts von Trichothecenproduzenten-DNA im Jahre 
2004 in Frankendorf und Osterseeon bei `Petrus´. 

Aufgetragen sind die Mittelwerte der logarithmierten DNA-Gehalte aus 2004 
und die Standardabweichungen zu BBCH 67-100. Zusätzlich sind die Trendlini-
en für beide Standorte mit dem entsprechenden R² und der dazugehörigen Re-
gressionsgleichung dargestellt. 
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Abb. 12: Zeitlicher Verlauf des Gehalts von DNA der Trichothecenbildner im Jahre 2005 
in Frankendorf und Osterseeon bei `Complet´. 

Aufgetragen sind die Mittelwerte der logarithmierten DNA-Gehalte aus 2005 
und die Standardabweichungen zu BBCH 65-100. Zusätzlich sind die Trendlini-
en für beide Standorte mit dem entsprechenden R² und der dazugehörigen Re-
gressionsgleichung dargestellt. 
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y =  -0,0025x2 +  0,5395x - 27,974
R 2 =  0,9107

y = -0,0004x2 +  0,1388x - 9 ,0846
R 2 =  0,759
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Abb. 13: Zeitlicher Verlauf des Gehalts von Trichothecenproduzenten-DNA im Jahre 
2005 in Frankendorf und Osterseeon bei `Petrus´. 

Aufgetragen sind die Mittelwerte der logarithmierten DNA-Gehalte aus 2005 
und die Standardabweichungen zu BBCH 65-100. Zusätzlich sind die Trendlini-
en für beide Standorte mit dem entsprechenden R² und der dazugehörigen Re-
gressionsgleichung dargestellt. 

3.4 Vergleich der zeitlichen Verläufe der Trichothecenproduzenten-
DNA und der F. graminearum-DNA 

Chargen, welche in der PCR für die Trichothecenbildner ein positives Ergebnis zeigten, 

wurden auf den Gehalt von F. graminearum-DNA untersucht. Im Unterschied zur Tri-

chothecenproduzenten-DNA, welche mit SYBR Green I markiert wurde, erfolgte der 

Nachweis von F. graminearum-DNA mit einer Sonde. Die für die PCR auf Trichothecen-

produzenten-DNA und F. graminearum-DNA verwendeten Extrakte waren identisch. 

Exemplarisch sind in Abb. 14 bis Abb. 17 nur wenige zeitliche Verläufe der Gehalte an F. 

graminearum-DNA und Trichothecenbildner-DNA in Weizen dargestellt, da der Anstieg 

des DNA-Gehaltes bei allen Sorten, an beiden Standorten und in beiden Jahren einheitlich 

parallel verlief. Bei allen in Abb. 14 bis Abb. 17 gezeigten Verläufen war ein Anstieg des 

DNA-Gehaltes bis zur Vollreife und Beginn Totreife (BBCH 88-90) zu verzeichnen. Wei-

tere Darstellungen sind im Anhang zu finden (5.4). 
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y = -0,0091x2 + 1,6193x - 69,565

R2 = 0,8281

y = -0,007x2 + 1,2626x - 54,626
R 2 = 0,7561
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Abb. 14:  Zeitliche Verläufe des Gehalts an Trichothecenbildner-DNA und F. graminea-

rum-DNA 2004 in Frankendorf bei `Complet´. 

Ein Beispiel aus 2004 ist am Standort Frankendorf in der Sorte `Complet´ abge-
bildet. Aufgetragen sind jeweils die logarithmierten DNA-Mittelwerte der DNA-
Gehalte zur Entwicklungsstufe (BBCH), die Standardabweichungen und die je-
weilige Trendlinie mit entsprechender Gleichung und Bestimmtheitsmaß (R²). 
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Abb. 15: Zeitliche Verläufe des Gehalts an Trichothecenbildner-DNA und F. graminea-

rum-DNA 2004 in Frankendorf bei `Petrus´. 

Ein Beispiel aus 2004 ist am Standort Frankendorf in der Sorte `Petrus´ abgebil-
det. Aufgetragen sind jeweils die logarithmierten DNA-Mittelwerte der DNA-
Gehalte zur Entwicklungsstufe (BBCH), die Standardabweichungen und die je-
weilige Trendlinie mit entsprechender Gleichung und Bestimmtheitsmaß (R²). 
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y = -0,0022x2 + 0,47x - 22,353

R2 = 0,8829

y = -0,0028x2 + 0,5442x - 24,11

R2 = 0,5447
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Abb. 16: Zeitliche Verläufe des Gehalts an Trichothecenproduzenten-DNA und F. grami-

nearum-DNA 2005 in Frankendorf bei `Complet´. 

Ein Beispiel aus 2005 ist am Standort Frankendorf in der Sorte `Complet´ darge-
stellt. Aufgetragen sind jeweils die logarithmierten DNA-Mittelwerte der DNA-
Gehalte zur Entwicklungsstufe (BBCH), die Standardabweichungen und die je-
weilige Trendlinie mit entsprechender Gleichung und Bestimmtheitsmaß (R²). 
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Abb. 17: Zeitliche Verläufe des Gehalts an Trichothecenproduzenten-DNA und F. grami-

nearum-DNA 2005 in Frankendorf bei `Petrus´. 

Ein Beispiel aus 2005 ist am Standort Frankendorf in der Sorte `Petrus´ darge-
stellt. Aufgetragen sind jeweils die logarithmierten DNA-Mittelwerte der DNA-
Gehalte zur Entwicklungsstufe (BBCH), die Standardabweichungen und die je-
weilige Trendlinie mit entsprechender Gleichung und Bestimmtheitsmaß (R²). 
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Auffallend war, dass sowohl die Detektion der DNA von Trichothecenproduzenten mit 

SYBR Green I als auch der F. graminearum-DNA mit einer spezifischen Sonde nicht nur 

eine nahezu identische zeitliche Entwicklungen des DNA-Gehaltes brachte, sondern auch 

ein annähernd identisches Niveau des DNA-Gehaltes zeigte. 

3.5 Expression des tri5-Genes von Fusarium in Weizen 

Ziel war es die Expression des tri5-Genes in Weizenähren von der Ährenblüte bis zur Ern-

te zu erfassen. Ein wichtiger Aspekt dabei war, ob sich ein Zusammenhang von Tri-

chothecenproduzenten-DNA-Gehalt und Expression des Gens in Weizen erkennen lies. 

Von den Ährenproben, welche bei der DNA-Analyse auf Trichothecenbildner einen posi-

tiven Gehalt an DNA aufwiesen, wurde, wie unter 2.3.2 beschrieben, die RNA isoliert und 

zu cDNA umgeschrieben. Um mögliche Schwankungen bei der RNA-Verarbeitung zu 

erkennen und herausrechnen zu können, wurde als Referenzgen bt2 eingesetzt. Die ge-

messenen Ct-Werte für tri5-cDNA wurden über eine interne tri5-DNA-Standardreihe in 

quantitative Werte umgerechnet. Das gleiche wurde für das Referenzgen bt2 durchgeführt. 

Bei wenigen Realtime-PCR-Läufen zu Beginn wurde keine interne Standardreihe einge-

setzt sondern lediglich ein Kalibrator (siehe 2.3.4.6) über welchen anschließend die Ex-

pression bestimmt wurde. Jeder gemessene tri5-cDNA-Gehalt wurde auf den korrespon-

dierenden Gehalt an bt-cDNA bezogen und das relative Verhältnis (Ratio), als Maß für die 

Expression des tri5-Gens, daraus berechnet. Aus jeder Charge wurden 5 Wiederholungen 

jeweils doppelt für die Bestimmung des cDNA-Gehalts vom tri5-Gen und bt2-Gen in der 

Realtime-PCR verwendet.  

Im Folgenden sind die zeitlichen Verläufe der Expression des Gens tri5 in Weizenähren 

dargestellt (Abb. 18 bis Abb. 21). Um den Verlauf deutlicher zu machen wurden die ein-

zelnen Expressionswerte der verschiedenen BBCHs miteinander verbunden, obwohl keine 

Aussage über den tatsächlichen Verlauf zwischen den Probennahmeterminen getroffen 

werden konnte, was auch auf die folgenden Grafiken zutrifft.  

Wie in Abb. 18 zu erkennen ist, war 2004 in Frankendorf in beiden Sorten ein deutlicher 

Höchstwert der Expression des tri5-Gens in Weizen etwa zur Frühen Milchreife (BBCH 

73- in `Complet und BBCH 72- in `Petrus´) zu verzeichnen. Am Standort Osterseeon 

(Abb. 19) war die höchste Expression des tri5-Gens in `Complet´ zur Mittleren Milchreife 

(BBCH 75) und in `Petrus´ bereits in Ähren mit noch wässerigem Korninhalt (BBCH 71) 

zu messen. 
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Abb. 18: Zeitlicher Verlauf der Expression des tri5-Gens in Weizensorten 2004 in Fran-
kendorf. 

Dargestellt sind die Expressionsverhältnisse (Ratio) vom Gen tri5 zum bt2-Gen 
im Laufe der Entwicklung von Weizen (BBCH) 2004 und die jeweilige Stan-
dardabweichung in den Sorten `Complet´ und `Petrus´ am Standort Frankendorf.  
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Abb. 19: Zeitlicher Verlauf der Expression des tri5-Gens in Weizensorten 2004 in Oster-
seeon. 

Dargestellt sind die Expressionsverhältnisse (Ratio) vom Gen tri5 zum bt2-Gen 
im Laufe der Entwicklung von Weizen (BBCH) 2004 und die jeweilige Stan-
dardabweichung in den Sorten `Complet´ und `Petrus´ am Standort Osterseeon.  

Anschließend sank das Expressionsverhältnis bei allen Sorte/Standort-Kombinationen aus 

2004 wieder auf ein niedriges Niveau, auf welchem es bis zur Ernte in etwa stabil blieb. 
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Abb. 20: Zeitlicher Verlauf der Expression des tri5-Gens in Weizensorten 2005 in Fran-
kendorf. 

Dargestellt sind die Expressionsverhältnisse (Ratio) vom Gen tri5 zum bt2-Gen 
im Laufe der Entwicklung von Weizen (BBCH) 2005 und die jeweilige Stan-
dardabweichung in den Sorten `Complet´ und `Petrus´ am Standort Frankendorf. 
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Abb. 21: Zeitlicher Verlauf der Expression des tri5-Gens in Weizensorten 2005 in Oster-
seeon. 

Dargestellt sind die Expressionsverhältnisse (Ratio) vom Gen tri5 zum bt2-Gen 
im Laufe der Entwicklung von Weizen (BBCH) 2005 und die jeweilige Stan-
dardabweichung in den Sorten `Complet´ und `Petrus´ am Standort Osterseeon. 

 

Anders gestaltete sich die Expression des tri5-Gens 2005. In `Complet´ am Standort Fran-

kendorf (Abb. 20) war zur Mittleren Milchreife (BBCH75) ein deutlicher Höchstwert der 

Expression zu erkennen. Wohingegen sich die Expressionen bei den weiteren Stand-
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ort/Sorte-Kombinationen (Abb. 20 und Abb. 21) auf einem deutlich niedrigerem Niveau 

abspielten und auch keinen ausgeprägten Höchstwert aufwiesen. Diese Tendenz zeigte 

sich auch in den Ergebnissen der Trichothecenproduzenten-DNA (3.3). Auch dort war 

2005 der Befall mit Trichothecenbildnern am Standort Frankendorf in `Complet´ höher als 

in den weiteren Sorte/Standort-Kombinationen.  

3.6 ELISA-Untersuchungen auf den DON-Gehalt 

Um zusätzlich zu der gemessenen Expression des tri5-Gens und dem DNA-Gehalt der 

Trichothecenproduzenten in Weizen einen Eindruck über die Toxin-Belastung zu erhalten, 

wurden Untersuchungen auf das Mykotoxin DON mit einem ELISA-Test (2.3.5) durchge-

führt. Ab einem DON-Wert von etwa 1,4 ppb lagen die Werte außerhalb des linearen Be-

reichs der Standardreihe, weshalb die Gehalte darüber möglicherweise noch größere Wer-

te annehmen könnten. Der Test wurde mit Proben die von Ende der Blüte bis hin zur Ernte 

(BBCH 70-100) gezogen wurden durchgeführt. 

Im Folgenden sind die zeitlichen Verläufe der gemessenen DON-Gehalte in den Ähren in 

den Jahren 2004 und 2005 dargestellt (Abb. 22 bis Abb. 25). 
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Abb. 22: Die zeitlichen Verläufe der DON-Gehalte 2004 in `Complet´ an beiden Standor-
ten. 

Dargestellt sind die DON-Gehalte in den Ähren 2004 mit der jeweiligen Stan-
dardabweichung zu den Entwicklungsstufen (BBCH) des Weizens in der Sorte 
`Complet´ an beiden Standorten. 
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Abb. 23: Die zeitlichen Verläufe der DON-Gehalte 2004 in `Petrus´ an beiden Standorten. 

Dargestellt sind die DON-Gehalte in den Ähren 2004 mit der jeweiligen Stan-
dardabweichung zu den Entwicklungsstufen (BBCH) des Weizens in der Sorte 
`Petrus´ an beiden Standorten. 

 

Die zeitliche Verläufe des DON-Gehaltes in den Weizenähren entwickelten sich sowohl in 

`Complet´ (Abb. 22) als auch in `Petrus´ (Abb. 23) an beiden Standorten ähnlich. Der 

DON-Gehalt in der Sorte `Complet´ erreichte 2004 an beiden Standorten mit einem Ma-

ximalwert von 2,13 ppb und 2,11 ppb, ein höheres Niveau als die Sorte `Petrus´ mit ma-

ximal 1,81 ppb und 1,88 ppb. Die DON-Belastung in `Petrus´ wies an beiden Standorten 

nach einem deutlichen Anstieg ab der frühen Milchreife (BBCH 73) einen kurzfristigen 

leichten Abfall etwa zur späten Milchreife (BBCH 78) auf. Etwas anders verhielt sich die 

zeitliche Entwicklung des DON-Gehaltes in `Complet´, dort erfolgte etwa zu Ende Blü-

te/frühen Milchreife (BBCH 71) ein starker Anstieg. Ab der mittleren Milchreife (BBCH 

76) erfolgte kein weiterer Anstieg, sondern eine Beibehaltung des erreichten DON-

Niveaus. Diese im Vergleich zu in `Petrus´ gemessenen höheren DON-Gehalte in `Com-

plet´ bestätigen die über PCR ermittelten höheren DNA-Gehalte von Trichothecenprodu-

zenten und die stärkere tri5-Genexpression in `Complet´ gegenüber `Petrus´ (siehe auch 

3.8). 

Wie schon bei den Ergebnissen der Trichothecenproduzenten-DNA-Untersuchungen und 

der Expressionsanalysen des tri5-Gens aus 2005 ergaben sich auch in `Complet´ am 

Standort Frankendorf mit maximal 2,1 ppb die höchsten DON-Gehalte (Abb. 24). Ein frü-
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her und sehr steiler Anstieg des DON-Gehaltes zeigte sich nur in `Complet´ in Franken-

dorf ab BBCH 73. Die DON-Gehalte in `Complet´ am Standort Osterseeon (Abb. 24) und 

in `Petrus´ an den Standorten Frankendorf und Osterseeon (Abb. 25) entwickelten sich mit 

Verzögerung und erreichten zudem nicht das hohe Niveau (maximal 1,4 ppb in `Complet´ 

in Osterseeon und in `Petrus´ in Frankendorf) (siehe auch 3.8.1). 
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Abb. 24: Die zeitlichen Verläufe der DON-Gehalte 2005 in `Complet´ an beiden Standor-
ten. 

Dargestellt sind die DON-Gehalte in den Ähren 2005 mit der jeweiligen Stan-
dardabweichung zu den Entwicklungsstufen (BBCH) des Weizens in der Sorte 
`Complet´ an beiden Standorten. 
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Abb. 25: Die zeitlichen Verläufe der DON-Gehalte 2005 in `Petrus´ an beiden Standorten. 

Dargestellt sind die DON-Gehalte in den Ähren 2005 mit der jeweiligen Stan-
dardabweichung zu den Entwicklungsstufen (BBCH) des Weizens in der Sorte 
`Petrus´ an beiden Standorten.  
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3.7 Zusammenstellung der zeitlichen Verläufe vom DON-Gehalt, der 
tri5-Expression und des Gehalts an Trichothecenbildner-DNA in 
Weizen 

Um einen möglichen Zusammenhang zwischen dem zeitlichen Verlauf der Fusarium-

Infektion, gemessenen am DNA-Gehalt der Trichothecenproduzenten, der entsprechenden 

tri5-Genexpression und der DON-Produktion besser erkennen zu können, wurden die ent-

sprechenden Werte für jeweils eine Sorte/Standort/Jahr-Kombination miteinander in eine 

Grafik aufgetragen. Da hier aus Platzgründen nicht alle Kombinationen gezeigt werden 

können, wird nur eine Auswahl in Abb. 26 und Abb. 27 dargestellt. Die weiteren Darstel-

lungen sind im Anhang (5.5) einzusehen. Um die unterschiedlichen Verläufe besser er-

kennen zu können, sind die gemessenen Werte mit einer Linie verbunden.  

Wie bereits in den Kapiteln zuvor beschrieben erfolgte im dargestellten Beispiel (Abb. 26) 

ab Ende der Blüte (BBCH 70) ein deutlicher Anstieg der DNA von Trichothecenprodu-

zenten, der Höchstwert der tri5-Genexpression war in etwa zur frühen Milchreife (BBCH 

73) erreicht und der Anstieg des DON-Gehaltes erfolgte auch in etwa ab Ende der Blüte 

(BBCH 70). 
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Abb. 26: Trichothecenbildner-DNA, Expression vom Gen tri5 und DON-Gehalt in Wei-
zen der Sorte `Complet´ am Standort Frankendorf 2004. 

Dargestellt sind an der linken Y-Achse die logarithmierten DNA-Gehalte, an der 
rechten Y-Achse die DON-Gehalte und das berechnete Expressionsverhältnis 
vom Gen tri5 zum Referenzgen bt2, zu den unterschiedlichen Entwicklungsstu-
fen (BBCH). Zu allen Werten sind die Standardabweichungen angegeben. 
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Sehr ähnlich zu den eben gezeigten Verläufen waren die im nächsten Beispiel in Abb. 27. 

Hier begann der Anstieg der Trichothecenbildner-DNA ebenfalls zum Ende der Blüte 

(BBCH 70), der Höchstwert der tri5-Genexpression lag im Vergleich zu Abb. 26 etwas 

früher zum Ende der Blüte/Anfang Milchreife (BBCH 71), der Anstieg des DON-Gehaltes 

erfolgte zur frühen Milchreife (BBCH 73). 

Generell fiel auf, dass die Daten für das Jahr 2004 (Abb. 31) ein deutlich einheitlicheres 

Bild lieferten als für das Jahr 2005 (Abb. 32). So waren die zeitlichen Verläufe in 2004 

insgesamt gleichmäßiger und wiesen geringere Schwankungen auf. Bei den Expressions-

untersuchungen des tri5-Gens von Fusarium war bei der Sorte `Petrus´ ein deutlicher 

Höchstwert zwischen Ende der Weizenblüte und früher Milchreife (BBCH 70-73), bei 

`Complet´ zwischen Ende der Blüte und späte Milchreife (BBCH 70-77) zu erkennen. 

2004 zeigte sich ein gleichmäßiger Trend zu ansteigenden DNA-Gehalten der Trichothe-

cenproduzenten. Der Verlauf der DON-Gehalte in Weizen wies 2004 einen klaren Anstieg 

zwischen Ende der Blüte und später Milchreife (BBCH 70 -77) auf und verblieb danach 

weitgehend auf dem erreichten Toxin-Niveau. Im Anbaujahr 2005 waren in den  
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Abb. 27: Trichothecenproduzenten-DNA, Expression vom Gen tri5 und DON-Gehalt in 
Weizen der Sorte `Petrus´ am Standort Osterseeon 2004. 

Dargestellt sind an der linken Y-Achse die logarithmierten DNA-Gehalte, an der 
rechten Y-Achse die DON-Gehalte und das berechnete Expressionsverhältnis 
vom Gen tri5 zum Referenzgen bt2, zu den unterschiedlichen Entwicklungsstu-
fen (BBCH). Zu allen Werten sind die Standardabweichungen angegeben.  
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zeitlichen Verläufen weniger deutliche Trends zu verzeichnen. Dadurch war der zeitliche 

Zusammenhang zwischen DNA-Gehalt an Trichothecenbildnern, tri5-Expression und 

DON-Gehalt von Fusarium im Weizen schwerer zu erkennen. Der Verlauf des DNA-

Gehalts an Trichothecenbildnern 2005 war dabei ebenfalls, wie in 2004, in der Tendenz 

deutlich steigend, wenn auch mit größeren Schwankungen. Bei der Expressionsanalyse 

des tri5-Genes in Weizen setzte sich die hohe Expression in `Complet´ am Standort Fran-

kendorf zwischen früher und später Milchreife (BBCH 73-79) deutlich von den anderen 

Standort/Sorte-Kombinationen ab, bei denen das Expressionsmaximum deutlich niedriger 

lag bzw. kein klarer Höchstwert vorzuweisen war. Die DON-Gehalte von Fusarium in 

Weizen hatten grundsätzlich die selbe Tendenz wie die Proben aus 2004, jedoch traten 

auch hier deutliche Schwankungen auf. 

3.8 Statistische Auswertung 

3.8.1 Korrelation der zeitlichen Verläufe 

Um einen möglichen statistischen Zusammenhang zwischen den zeitlichen Verläufen des 

DON-Gehalts, der gemessenen F. graminearum-DNA und dem DNA-Gehalt der Tri-

chothecenbildner zu bestimmen, wurden die Chargen-Mittelwerte der jeweiligen Untersu-

chung einem Korrelationstest unterzogen.  

Im Folgenden sind die Korrelationen nach den einzelnen Untersuchungsmethoden (Gehalt 

an Trichothecenproduzenten-DNA, F. graminearum-DNA und DON-Gehalt) dargestellt. 

3.8.1.1 Trichothecenproduzenten-DNA 

In Tab. 11 ist die Korrelation der DNA-Gehalte von Trichothecenproduzenten nach 

Standort und Sorte in den Jahren 2004 und 2005 aufgeschlüsselt.  

Das Bestimmtheitsmaß war innerhalb einer Sorte 2004 hoch (0,88- 0,85) (Tab. 11). 2005 

wies das Bestimmtheitsmaß insgesamt niedrigere Werte auf als 2004, auch innerhalb der 

Sorten. 
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Tab. 11: Korrelationen der zeitlichen Verläufe bei der Trichothecenproduzenten-DNA in 
Weizen. 

Dargestellt sind die Kombinationen der verschiedenen Standorte und die beiden 
Sorten mit dem jeweiligen p-Wert und dem entsprechenden Bestimmtheitsmaß 
(R²) aufgetrennt nach Jahren. C = `Complet´, P = `Petrus´, F = Frankendorf, O = 
Osterseeon, 04 = 2004, 05 = 2005, tri5-DNA = Trichothecenbildner-DNA. 

2004 

C, F, 04, tri5-DNA 

x 

C, O, 04, tri5-DNA 

C, F, 04, tri5-DNA 

x 

P, F, 04, tri5-DNA 

C, O, 04, tri5-DNA 

x 

P, O, 04, tri5-DNA 

P, O, 04, tri5-DNA 

x 

P, F, 04, tri5-DNA 

p-Wert 

R² 

<0,0001 

0,848948 

0,0029 

0,535327 

<0,0001 

0,818877 

<0,0001 

0,881860 

2005 

C, F, 05, tri5-DNA 

x 

C, O, 05, tri5-DNA 

C, F, 05, tri5-DNA 

x 

P, F, 05, tri5-DNA 

C, O, 05, tri5-DNA 

x 

P, O, 05, tri5-DNA 

P, O, 05, tri5-DNA 

x 

P, F, 05, tri5-DNA 

p-Wert 

R² 

<0,0001 

0,758766 

<0,0001 

0,794089 

0,0075 

0,410000 

0,0001 

0,654743 

 

3.8.1.2 Trichothecenproduzenten-DNA zu F. graminearum-DNA 

Die Berechnung der Korrelation zwischen den zeitlichen Verläufen der Trichothecenbild-

ner-DNA und der DNA von F. graminearum ist in Tab. 12 nach den Kombinationen 

Standort-Sorte und Jahr gegliedert dargestellt. 

In Tab. 12 wird deutlich, dass ein signifikanter Zusammenhang (p<0,001) zwischen den 

zeitlichen Verläufen von F. graminearum-DNA und Trichothecenbildnern-DNA besteht. 
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Tab. 12: Korrelation der zeitlichen Verläufe von Trichothecenproduzenten-DNA und      
F. graminearum-DNA in Weizen 

Dargestellt sind jeweils die Korrelationen von Trichothecenbildner-DNA und   
F. graminearum-DNA an einem Standort und einer Sorte mit dem jeweiligen p-
Wert und dem entsprechenden Bestimmtheitsmaß (R²) aufgetrennt nach Jahren. 
C = `Complet´, P = `Petrus´, F = Frankendorf, O = Osterseeon, 04 = 2004, 05 = 
2005, F.gra = F. graminearum-DNA, tri5-DNA = Trichothecenbildner-DNA. 

2004 

C, F, 04, tri5-DNA 

x 

C, F, 04, F.gra 

C, O, 04, tri5-DNA 

x 

C, O, 04, F.gra 

P, F, 04, tri5-DNA 

x 

P, F, 04, F.gra 

P, O, 04, tri5-DNA 

x 

P, O, 04, F.gra 

p-Wert 

R² 

<0,0001 

0,781841 

<0,0001 

0,921746 

<0,0001 

0,948416 

<0,0001 

0,953052 

2005 

C, F, 05, tri5-DNA 

x 

C, F, 05, F.gra 

C, O, 05, tri5-DNA 

x 

C, O, 05, F.gra 

P, F, 05, tri5-DNA 

x 

P, F, 05, F.gra 

P, O, 05, tri5-DNA 

x 

P, O, 05, F.gra 

p-Wert 

R² 

<0,0001 

0,925495 

<0,0001 

0,783169 

<0,0001 

0,908116 

0,0004 

0,734473 

 

3.8.1.3 Expression des tri5-Genes 

Bei der Korrelationsberechnung der Expression des tri5-Genes konnte kein statistischer 

Zusammenhang auf p<0,05 festgestellt werden. Die unterschiedlichen Kombinationen von 

Sorte und Standort wiesen in beiden Jahren keine Korrelationen auf. Die zeitlichen Ver-

läufe zeigten statistisch betrachtet keine Gemeinsamkeiten. 

3.8.1.4 DON-Gehalte 

Die statistischen Berechnungen der Korrelationen zwischen den verschiedenen Sor-

ten/Standort-Kombinationen bezüglich des DON-Gehaltes sind in Tab. 13 nach Jahren 

aufgetrennt. Dabei sind sowohl der p-Wert als auch das Bestimmtheitsmaß R² angegeben. 

In 2004 lag das Bestimmtheitsmaß innerhalb einer Sorte an verschiedenen Standorten 

deutlich höher (0,87 - 0,88), als zwischen den Sorten an einem Standort (0,45 - 0,72) (Tab. 

13). Die zeitlichen Verläufe der DON-Gehalte innerhalb einer Sorte ließen somit eine 

Korrelation auf hohem Signifikanzniveau (p<0,05) erkennen.  
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Anders war die Situation in 2005. Die zeitlichen Verläufe der DON-Gehalte in den Ähren 

wiesen nur ein geringes Bestimmtheitsmaß (0,19 - 0,33) auf (Tab. 13). 

Tab. 13: Korrelationen der zeitlichen Verläufe von DON-Gehalten in Weizen. 

Dargestellt sind die Kombinationen an einem Standort die verschiedene Sorten 
und eine Sorte an verschiedenen Standorten mit dem jeweiligen p-Wert und dem 
entsprechenden Bestimmtheitsmaß (R²) aufgetrennt nach Jahren. C = `Complet´, 
P = `Petrus´, F = Frankendorf, O = Osterseeon, 04 = 2004, 05 = 2005. DON = 
DON-Gehalte in Weizen. 

2004 

C, F, 04, DON 

x 

C, O, 04, DON 

C, F, 04, DON 

x 

P, F, 04, DON 

C, O, 04, DON 

x 

P, O, 04, DON 

P, O, 04, DON 

x 

P, F, 04, DON 

p-Wert 

R² 

< 0,0001 

0,869889 

0,0117 

0,452573 

<0,0001 

0,718031 

<0,0001 

0,881757 

2005 

C, F, 05, DON 

x 

C, O, 05, DON 

C, F, 05, DON 

x 

P, F, 05, DON 

C, O, 05, DON 

x 

P, O, 05, DON 

P, O, 05, DON 

x 

P, F, 05, DON 

p-Wert 

R² 

0,0718 

0,265020 

0,0386 

0,334063 

0,0965 

0,230942 

0,1388 

0,188057 

 

3.8.2 Überprüfung der Signifikanz der Einflussfaktoren Standort, Sorte und Jahr 
auf die Befallsentwicklung 

Um besser erkennen zu können welche Faktoren einen Einfluss auf die untersuchten Pa-

rameter (Gehalt an F. graminearum- und Trichothecenbildner-DNA und DON-Gehalt) 

bewirkten, wurden die SAS Prozedur mit `proc glm´ mit der Option `tukey lines´ durchge-

führt. (2.4.2). 

In Tab. 14 sind die Daten der F. graminearum-DNA, der DNA von Trichothecenbildnern 

und des DON-Gehaltes nach den verschiedenen Aspekten dargestellt.  

Für den Standort Frankendorf (Tab. 14) wurde ein signifikanter Einfluss der Sorte auf alle 

drei Parameter festgestellt. Am Standort Osterseeon bewirkte zusätzlich das Jahr bei allen 

Untersuchungsparametern einen signifikanten Unterschied. 
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Tab. 14: Übersicht über die signifikanten Einflussfaktoren auf die zeitliche Entwicklung 
von F. graminearum- und Trichothecenbildner-DNA und den DON-Gehalt. 

Die Berechnungen wurden mit dem Tukey-Kramer-Test durchgeführt. Die Er-
gebnisse sind jeweils nach dem untersuchten Parameter (F. graminearum-DNA, 
Trichothecenbildner-DNA und DON-Gehalt) und Einflussfaktor (Standort, Sorte 
und Jahr) gegliedert. Angegeben sind nur die Faktoren, deren Einfluss in der ent-
sprechenden Betrachtung auf einem Niveau von 5 % signifikant waren. 

Tukey-Kramer Test 
getestet auf 5 % F. graminearum- 

DNA-Gehalt 

DNA-Gehalt von 
Trichothecenbild-

nern 
DON-Gehalt 

Standort Frankendorf   Sorte   Sorte   Sorte 

 Osterseeon   Jahr 
  Sorte 

  Jahr 
  Sorte 

  Jahr 
  Sorte 

Sorte `Complet´   Jahr 
  Standort 

  Jahr 
  Standort 

  Jahr 
  Standort 

 `Petrus´   Jahr 
  Standort 

  Jahr   Jahr 

Jahr 2004   Sorte   Sorte   Sorte 

 2005   Sorte 
  Standort 

  Sorte 
  Standort 

  Sorte 
  Standort 

 

Die untersuchten Parameter in der Sorte `Complet´ waren von den Faktoren Jahr und 

Standort beeinflusst. Wohingegen der Trichothecenbildner-DNA- und der DON-Gehalt in 

`Petrus´ nur von den entsprechenden Jahren beeinflusst wurde.  

2004 als auch 2005 hatte jeweils die Sorte einen signifikanten Einfluss auf F. graminea-

rum-DNA-, Trichothecenproduzenten-DNA- und DON-Gehalt. Im Jahr 2005 war zusätz-

lich der Faktor Standort für den Befall mit Fusarien entscheidend. 

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass bei den drei untersuchten Parametern (F. 

graminearum-DNA-, Trichothecenproduzenten-DNA- und DON-Gehalt). Ein Unterschied 

zwischen dem Befall der Sorten bestätigt werden konnte. Am Standort Osterseeon war ein 

deutlicher Unterschied in der Fusarium-Belastung zwischen den Jahren 2004 und 2005 zu 

erkennen, welcher beim Befall der Sorte `Petrus´ am deutlichsten wurde. 

Um sich auch grafisch einen Eindruck über die mit dem Tukey-Kramer-Test berechneten 

Werte verschaffen zu können, wurden im Anhang (5.6) exemplarisch die Untersuchungen 

auf F. graminearum-DNA dargestellt. 
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4 Diskussion 

4.1 Untersuchungen auf F. graminearum- und Trichothecenprodu-
zenten-DNA in Weizen 

4.1.1 Nachweismethode und Vorkommen der DNA von Trichothecenproduzenten 
auf Weizenblättern 

Konidiosporen von Fusarium spp. lassen sich über Regentropfen auf die unterschiedlichen 

Blattetagen bis zur Ähre im Bestand übertragen (Rossi et al., 2002; Paul et al., 2004; 

Lovell et al., 2002; Obst und Bechtel, 2000). Es war daher anzunehmen, dass auf den Blät-

tern der unterschiedlichen Blattetagen Fusarium-DNA mit einer sehr sensitiven Methode 

nachgewiesen werden könnte. Aus diesem Grund wurden die Blattetagen F und F-1 mit 

der Realtime-PCR auf das Vorkommen Trichothecen-produzierender Fusarium-Arten 

untersucht. Dabei konnten bei den Blättern nur sehr geringe Mengen an Trichothecenpro-

duzenten-DNA nachgewiesen werden und die Ergebnisse waren nicht reproduzierbar. Al-

lerdings gelang es, durch konventionelle Methodik (Auslegen der Blätter auf Nährmedi-

um, 1-wöchige Kultur und anschließende mikroskopische Auswertung) Fusarium spp. auf 

einzelnen Blättern aus den gleichen Versuchsflächen semiquantitativ nachzuweisen. Es 

war jedoch nicht möglich diese konventionell untersuchten Blätter nach der einwöchigen 

Inkubation anschließend noch in der PCR-Analyse zu verwenden. Die Verschiebung der 

Auswertung um eine Woche, welche sich durch die unterschiedlichen Untersuchungsme-

thoden ergab, könnte Ursache für die differenten Ergebnisse gewesen sein. So wurden mit 

der PCR die Untersuchungen unmittelbar nach der Probennahme durchgeführt, wohinge-

gen mit der konventionellen Methodik ein Ergebnis nach etwa einer Woche vorlag. In 

dieser Woche konnten Sporen keimen und der Pilz hatte Zeit zu wachsen. Eine weitere 

Ursache für negative Resultate bei der PCR für Trichothecen-produzierende Fusarium-

Arten könnte die Untersuchung der Mischproben sein. Die vorhandene DNA-Menge die-

ser befallenen Blätter könnte durch die Vermischung von zehn Blättern unter der Nach-

weisgrenze gelegen haben. Zudem können Konidiosporen auf den nährstoffarmen Blatt-

oberflächen nur sehr schwer keimen und dadurch auch kein Myzel, welches zu höheren 

Fusarium-DNA-Gehalten führen würde, ausbilden (Beyer et al., 2004).  

Es stellt sich letztlich die Frage, inwieweit der Weg der Übertragung mit Konidiosporen, 

die mit der PCR nicht und mit der konventionellen Methode nur auf einzelnen Blättern 

gefunden wurden, für einen starken Befall der Ähren ausreicht. In Sporenfallen werden 

etwa doppelt so viele Askosporen wie Konidiosporen gezählt (Markell und Francl, 2003). 
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Zudem keimen Askosporen auf Ähren deutlich schneller als Konidiosporen (Markell und 

Francl, 2003). Daher ist es wahrscheinlicher, dass die Hauptinfektion der Ähren über As-

kosporen erfolgt und die Konidiosporen lediglich eine untergeordnete Rolle spielen.  

4.1.2 Vorkommen der F. graminearum- und Trichothecenproduzenten-DNA in 
Weizenähren 

In Bayern stellt F. graminearum den Hauptverursacher der fusariellen Taubährigkeit bei 

Weizen dar (Büttner, 2006). Da bei der Produktion von Trichothecenen jedoch mehrere 

Fusarium-Arten beteiligt sind, wie zum Beispiel F. graminearum und F. culmorum 

(Schnerr, 2002), sollte nicht nur F. graminearum sondern alle möglichen Trichothecen-

Bildner erfasst werden. Für die Erfassung sämtlicher Trichothecen-Produzenten wurde 

eine Realtime-PCR mit dem Farbstoff SYBR Green I für das Schlüsselgen der Trichothe-

censynthese tri5 entwickelt. Um den Anteil von F. graminearum an dieser Gruppe ab-

schätzen zu können, wurde eine spezifische Realtime-PCR mit einer Taqman-Sonde für 

diese Fusarium-Art verwendet. Diese beiden PCR-Methoden wurden parallel zur Untersu-

chung der von ca. Mitte der Blüte bis zur Ernte (BBCH 65 - 100) gezogenen Proben ein-

gesetzt. Der Befallsverlauf gemessen an der DNA der Trichothecenproduzenten zeigte 

eine hohe Korrelation mit dem Verlauf der F. graminearum-DNA. Des weiteren erreich-

ten auch die mit beiden Methoden festgestellten DNA-Konzentrationen ein vergleichbares 

Niveau. Dadurch liegt der Schluss nahe, dass F. graminearum der hauptsächliche Produ-

zent von Trichothecenen im vorliegenden Versuch war. Auch in anderen Arbeiten über 

Fusarium in Bayern wurde F. graminearum als DON-Hauptproduzent nachgewiesen 

(Eiblmeier und Lepschy, 2007; Rodemann und Bartels, 2004).  

Die gute Übereinstimmung der mit verschiedenen Detektionsmethoden erarbeiteten Er-

gebnisse bestätigt diese damit zugleich.  

Bereits während der Weizenblüte wurden die ersten positiven Messergebnisse bei Tri-

chothecenbildner- und F. graminearum-DNA erhalten. Obwohl der Trend der Befallsent-

wicklung gemessen am DNA-Gehalt im Weizen einen deutlichen Anstieg beschrieb, wa-

ren jedoch besonders in der frühen Phase bis etwa zur Teigreife (BBCH 86) Schwankun-

gen zu erkennen. Vermutlich war die Befallsverteilung der Ähren innerhalb der Versuchs-

flächen zu Beginn noch inhomogen und die in einer Mischprobe enthaltene Anzahl befal-

lener Ähren schwankte unregelmäßig von Probe zu Probe. Dafür sprachen auch in den 

späteren Entwicklungsstadien des Weizens der gleichmäßigere Anstieg der gemessenen 

Trichothecenproduzenten- und F. graminearum-DNA-Konzentration in der Ähre und die 
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geringeren Standardabweichungen. Hätte, was eine weitere Möglichkeit darstellte, die 

Extraktionseffizienz stärkere Unterschiede gezeigt, hätte die Standardabweichung in allen 

Entwicklungsstufen des Weizens einen vergleichbaren Wert aufweisen müssen. Dies war 

jedoch, wie bereits oben angesprochen, nicht der Fall.  

Während sich 2004 Unterschiede der Pilz-DNA-Gehalte im Weizen vor allem zwischen 

den Sorten zeigten, traten 2005 zusätzlich Standortunterschiede auf. Eine mögliche Ursa-

che für die Standortunterschiede 2005 könnte in den Einflüssen der Witterung gelegen 

haben. Bei in vitro Versuchen mit F. graminearum auf Weizenkörnern konnte ein deutli-

cher Einfluss der Feuchte und auch der Temperatur auf das Wachstum festgestellt werden 

(Hope et al., 2005). Die signifikanten statistischen Einflüsse der Standorte und auch der 

Jahre auf die zeitlichen Verläufe der DNA-Gehalte von Trichothecenbildnern legen nahe, 

dass die Witterungsbedingungen (siehe 5.1) eine erhebliche Wirkung auch auf das Wach-

stum des Pilzes in der Pflanze hatten. 

Weshalb bei manchen Sorte/Standort/Jahr-Kombinationen gegen Ende der Getreideabreife 

eine tendenzielle Abnahme der DNA-Konzentration von Trichothecenbildnern zu erken-

nen war, ist zu klären. Ein Aspekt ist, dass die Messungen der DNA-Konzentration von 

Trichothecenproduzenten stets im Verhältnis zur Pflanzenmasse standen. Die Ährenmasse 

nimmt bedingt durch einen steigenden Stärkegehalt bis zur Körnerreife kontinuierlich zu 

(Kübler, 1994), so dass es zu einer Verdünnung der Pilz-DNA kommen könnte. Daher 

wäre es sinnvoll den Anteil der Weizen-DNA in den Proben während der Kornausbildung 

zu überprüfen. In einer Arbeit von Winton et al. (2002) über das Vorkommen von Pilz-

DNA im Vergleich zur DNA der befallenen Pflanze, konnte gezeigt werden, dass sich der 

Anteil der Pilz-DNA innerhalb von 13 Monaten deutlich erhöhte. Eine weitere Ursache für 

die leichte Abnahme der Fusarium-DNA-Gehalte könnte ein Abbau durch Bakterien und 

andere Mikroorganismen (Höhn et al., 2002) gewesen sein. 

Die Messungen von Trichothecenproduzenten-DNA und F. graminearum-DNA bestätig-

ten sich in ihren zeitlichen Verläufen gegenseitig. Für die Schwankungen der gemessenen 

Pilz-DNA im Weizen zu Beginn der Pathogenese und die gleichzeitigen erhöhten Stan-

dardabweichungen war die Ursache vermutlich die inhomogene Befallsverteilung in den 

Versuchsflächen zu Beginn der Ährenentwicklung. Für die, in einigen zeitlichen Verläu-

fen der Trichothecenbildnern-DNA festgestellte, tendenzielle DNA-Abnahme gegen Ende 

der Kornreife könnte eine Verschiebung des Probenvolumens (10 mg) aufgrund der ver-
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änderten Ährenmasse verantwortlich sein. Auch ein Abbau durch Mikroorganismen konn-

te nicht ausgeschlossen werden.  

4.2 Bedeutung und Entwicklung des Gehalts von DON in Weizenäh-
ren 

4.2.1 Anstieg des Toxingehaltes in Weizenähren 

Um den Gehalt an DON in den Ährenproben, welche auch parallel auf den DNA-Gehalt 

von Trichothecenbildnern und das Expressionsverhältnis des tri5- und bt2-Gens unter-

sucht wurden, zu ermitteln wurde ein ELISA-Assay angewendet. Der DON-Gehalt in den 

Weizenproben aus 2004 stieg an beiden Standorten und bei beiden Sorten von Ende Blüte 

bis Mitte Milchreife deutlich an. Danach wurden bis zur Ernte keine größeren Änderungen 

im DON-Gehalt verzeichnet. Lediglich eine leichte Absenkung war zu erkennen, wie auch 

Prom et al. (1999) bei ihren Messungen bemerkten. Höhn et al. (2002) konnten ebenso in 

einigen Fällen eine Abnahme des DON-Gehaltes in den Ähren gegen Ende der Proben-

nahmeperiode feststellen. Sie vermuteten, dass die Ursache in einer „enzymatischen Me-

tabolisierung durch die Pflanze oder den Pilz selbst, sowie im Abbau durch Bakterien und 

andere Mikroorganismen“ liegen könnte. 2005 war der zeitliche Verlauf der Toxin-

Gehalte in den Weizenproben weniger konstant. Dennoch wurde ein deutlicher DON-

Anstieg bei der anfälligen Sorte `Complet´ bis zur Teigreife festgestellt. Auch bei `Petrus´ 

erfolgte ein klarer Anstieg der DON-Gehalte im Verlauf der Vegetationsperiode des Wei-

zens, wenn auch auf niedrigerem Niveau und weniger ausgeprägt als bei der anfälligen 

Sorte. Die DON-Gehalte entwickelten sich 2005 bei beiden Sorten in Abhängigkeit vom 

Standort unterschiedlich. Die signifikanten Unterschiede, welche sich zwischen den DON-

Gehalten im Jahr 2005 an den beiden Standorten ergaben, waren vermutlich auf die unter-

schiedliche Witterung an den beiden Standorten zurückzuführen (siehe 5.1). So berichte-

ten Hope et al. (2005) von unterschiedlichen DON-Gehalten bei verschiedenen Wach-

stumsbedingungen für F. graminearum und F. culmorum. Schaafsma et al. (2001) berech-

neten, dass das Anbaujahr einen Effekt von 48 % auf den Befallsgrad ausübte. Auch Cu-

magun und Miedaner (2004) berichteten, dass unter anderem die Umwelt einen entschei-

denden Faktor bei der DON-Produktion darstellte. 

Obwohl handgeerntete Proben als am repräsentativsten (Schaafsma et al., 2001) gelten, 

wurden bei geringeren DON-Gehalten zu Beginn der Probennahme starke Standardabwei-

chungen festgestellt. Vermutlich lag die Ursache in der anfänglich geringen Befallshäu-

figkeit in den Ähren, die auch zu einer größeren Streuung der DON-Werte führt. Ein wei-
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terer Grund könnte möglicherweise der ungleiche Anteil DON-belasteter Körner in den 

einzelnen Ähren gewesen sein. Lepschy und Gensler (2001) stellten fest, dass die Vertei-

lung der DON-Werte mit steigendem Toxin-Gehalt immer homogener wurde. Die gerin-

gen statistischen Schwankungen bei höheren DON-Gehalten könnten auch darauf beruhen, 

dass DON-Werte (2,19 ppm) ausserhalb des linearen Bereichs der verwendeten Standard-

kurve lagen. Daher war es möglich, dass die höchsten gemessenen DON-Werte nicht den 

wahren Toxin-Gehalten entsprachen. Dies führte möglicherweise auch dazu, dass die 

Standardabweichung nur noch kleine Schwankungen aufwies. Obwohl bei den am höch-

sten mit DON-belasteten Proben der tatsächliche Toxin-Gehalt wegen Überschreitung des 

linearen ELISA-Messbereichs unterschätzt wird, ist der zeitliche Verlauf der DON-

Belastung mit anderen Arbeiten vergleichbar (Ludewig et al., 2005b; Mayer et al., 2003; 

Wanyoike et al., 2002; Prom et al., 1999). Eine exakte Bestimmung der hohen DON-

Gehalte in den Ähren durch die Untersuchung mit verdünnten Proben wurde aus Kosten-

gründen nicht vorgenommen. 

Somit waren die Schwankungen im zeitlichen Verlauf der DON-Werte vermutlich auf 

Witterungseinflüsse und Sortenunterschiede mit jeweils unterschiedlichen Abwehrreaktio-

nen der Pflanze zurückzuführen. Die hohe Standardabweichung während des starken To-

xinanstiegs beruhte vermutlich auf die noch inhomogene Verteilung der befallenen Ähren 

im Feld. 

4.2.2 Bedeutung DONs für die Etablierung von Fusarium in Weizen 

Kurz nach der Blüte und somit kurz nach der Ähreninfektion konnte sowohl 2004 als auch 

2005 ein starker Anstieg des DON-Gehaltes verzeichnet werden. In späteren Entwick-

lungsstufen des Weizens war der Anstieg des DON-Gehaltes deutlich geringer. Parallel 

dazu verlangsamte sich das Pilz-Wachstum, wie aus dem Vorkommen von F. graminea-

rum- und der Trichothecenbildner-DNA ersichtlich ist. Auch erfolgte 2004 ein leichter 

Abfall der DON-Werte im Weizen kurz vor der Ernte. Die zeitlichen Verläufe der DON-

Gehalte dieser Arbeit sind vergleichbar mit den Ergebnissen von Ludewig et al. (2005b) 

und Prom et al. (1999). Die gewonnenen Ergbnisse bestätigen die zuvor (1.2.3) erwähnte 

Vermutung, dass DON eine entscheidende Bedeutung für die Etablierung des Pilzes im 

pflanzlichen Gewebe hat. Gerade zu Beginn der Pathogenese scheint die Schwächung der 

pflanzlichen Abwehr für das Eindringen des Pilzes in die Pflanze bedeutsam zu sein (Eu-

des et al., 2001; Miller und Ewen, 1997).  
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Zwischen den beiden Winterweizen-Sorten `Complet´ und `Petrus´ waren in beiden Jahren 

(2004 und 2005) signifikante Unterschiede im DON-Gehalt feststellbar. Dabei wies 

`Complet´ eine höhere DON-Belastung als `Petrus´ auf. Dies spiegelt die unterschiedliche 

Anfälligkeit der Weizensorten gegenüber Fusarium spp. wieder (Eudes et al., 2001; Miller 

und Ewen, 1997; Ludewig et al., 2005a). So ist bekannt, dass manche Winterweizen Sor-

ten, welche als unempfindlich gegenüber Fusarium gelten, verschiedene Resistenzmecha-

nismen (Gosman et al., 2005) entwickelt haben. Davon wirken manche dem Pilzwachstum 

entgegen, wie z. B. bei `Petrus´ beobachtet wurde (Siranidou et al., 2002). Bei diesen we-

nig anfälligen Sorten wird auch eine hohe Toleranz gegenüber DON beobachtet (Miller 

und Ewen, 1997; Gosman et al., 2005). Ebenso war bei manchen Sorten ein geringer Ab-

bau von DON festgestellt worden (Miller und Ewen, 1997). Dies könnte die vorüberge-

hende Absenkung des DON-Gehaltes bei `Petrus´ in Frankendorf 2004 erklären. Schaafs-

ma et al. (2001) berechneten in ihrer Arbeit jedoch, dass der Sorteneinfluss bei den unter-

schiedlichen Verläufen des DON-Gehaltes lediglich zu 27 % beiträgt. 

Der starke Anstieg der Toxingehalte zu Beginn der Pilz-Infektion, konnte die wichtige 

Stellung DONs bei der frühen und mittleren Pathogenese bestätigen. Zudem konnten neue 

Informationen über den zeitlichen Verlauf des DON-Gehaltes in Weizen gewonnen wer-

den. 

4.2.3 Zusammenhang zwischen DON-Gehalt und Anteil an Fusarium-DNA 

Zwischen dem gemessenen Fusarium-DNA-Gehalt und dem DON-Gehalt lässt sich auch 

in anderen Arbeiten ein Zusammenhang erkennen (Cumagun et al., 2004). So wurde im 

geernteten Weizen ein deutlicher Zusammenhang zwischen DON-Gehalt und quantitativ 

bestimmter F. graminearum-DNA festgestellt (Schnerr et al., 2002). In Gerste konnte  

ebenfalls bei der Ernte sowohl ein hohe Korrelation zwischen DON- und DNA-Gehalt der 

Trichothecen-Produzenten, als auch zwischen DON- und F. graminearum-DNA-Gehalt, 

errechnet werden (Sarlin et al., 2006). Allerdings kamen dabei die höchsten Korrelationen 

nur in künstlich inokulierten Gerstenproben vor. Ein Grund dafür könnten die unterschied-

lichen Fusarium-Stämme sein, die im unterschiedlichen Maße Toxine produzieren, welche 

bei einer natürlichen Inokulation auf dem Feld auftreten und dadurch unterschiedlich aus-

geprägte Korrelationen bewirken könnten (Schnerr et al., 2002). Bei all diesen Arbeiten 

wurde der Toxin- und Fusarium-DNA-Gehalt nach der Ernte nur einmalig ermittelt. In der 

vorliegenden Arbeit wurde jedoch über einen Zeitraum von der Blüte bis zur Ernte in Ab-

ständen von 3-4 Tagen der Toxin- und Fusarium-DNA-Status des Weizens auf dem Feld 
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erfasst. Eine Berechnung der Korrelation zwischen der zeitlichen Entwicklung des DON-

Gehaltes und des Anteils an Pilz-DNA gestaltete sich aufgrund der unterschiedlichen zeit-

lichen Entwicklungen schwierig. Um eine Aussage über die Resistenzausprägung der 

Weizensorte zu gewinnen, bildeten Gosman et al. (2005) den Quotienten aus DON-Gehalt 

und Pilz-DNA-Anteil. Dabei nahmen sie an, dass Weizensorten mit einer geringeren An-

fälligkeit gegenüber Fusarium weniger DON pro Pilz-DNA enthalten. Demnach müsste 

das Verhältnis DON/Pilz-DNA mit steigender Fusarium-Anfälligkeit steigen. Aber auch 

hier wurden in der genannten Arbeit lediglich Körner von zwei Weizen-Sorten (anfällig 

und weniger anfällig), die in Töpfen unter kontrollierten Bedingungen inokuliert und kul-

tiviert wurden, einmalig untersucht. In der vorliegenden Arbeit wurde für das Jahr 2004, 

wenn lediglich die Ernteproben verwendet wurden, ein ähnlicher Trend festgestellt. Je-

doch konnte dieser für 2005 nicht bestätigt werden. Eine einmalige Bestimmung der An-

fälligkeit der Weizensorte über das Verhältnis von DON-Gehalt zu Pilz-DNA-Anteil er-

scheint folglich nicht ausreichend. Vielmehr gestaltet sich das Zusammenspiel zwischen 

Fusarium und Weizen komplexer (Höhn et al., 2002). Einen Einflussfaktor stellen die 

Witterungseinflüsse dar. Ergebnisse von Hope et al. (2005) deuten auf einen großen Ein-

fluss von Umweltbedingungen auf das Pilzwachstum und die Mykotoxinbildung hin. Sie 

beschreiben die unterschiedlichen Reaktionen von F. graminearum-Wachstum und die 

Entwicklung der DON-Gehalte in Abhängigkeit von Feuchte und Temperatur. So war erst 

ab einer aw von >0,9 bei optimaler Temperatur (25°C) eine Produktion von DON zu ver-

zeichnen, wohingegen F. graminearum bereits ab einer Temperatur von 15°C zu wachsen 

beginnt. Sie konnten keinen Zusammenhang zwischen Myzelwachstum und Toxinproduk-

tion feststellen. Höhn et al. (2002) berichteten von ähnlichen Beobachtungen. Diese Ein-

flüsse, welche bei unterschiedlichen Boden- und Klimabedingungen an den Standorten 

verschiedener Jahre auftreten, spielten auch in der vorliegenden Arbeit eine signifikante 

Rolle (siehe Tab. 14 und 5.1). Wenn nicht nur der Erntezeitpunkt betrachtet wurde, son-

dern auch der zeitliche Verlauf, ließen sich Übereinstimmungen zwischen DON-Gehalt 

und quantifizierter Fusarium-DNA finden. So fand sich bei einem relativ großen Anteil 

der Proben mit hohem Toxin-Gehalt ein vergleichsweise hoher Gehalt an Fusarium-DNA. 

Diese Übereinstimmungen sprachen für einen Zusammenhang von Fusarium-Infektion 

und DON-Bildung. Der zu Beginn der Pathogenese schneller als der Pilz-DNA-Gehalt 

ansteigende Toxingehalt in der Ähre könnte möglicherweise (siehe 4.2.2) Kennzeichen für 

das Eindringen des Pilzes in das pflanzliche Gewebe sein. 



Diskussion 74 

 

Die Korrelation zwischen dem DON-Gehalt und dem Anteil an Fusarium-DNA in Wei-

zenähren ist bei natürlich infizierten Pflanzen etwas geringer als bei künstlich inokulierten. 

Mit einfachen Modellen lässt sich dieser Zusammenhang jedoch nicht immer erklären. 

Vielmehr ist das Zusammenspiel zwischen Fusarium-Wachstum und pflanzlicher Patho-

genabwehr vielschichtiger. Die Umweltfaktoren und Pflanzeneigenschaften spielen dabei 

eine bedeutsame Rolle. 

4.3 Zeitliche Entwicklung der tri5-Gen-Expression von Fusarium in 
Weizenähren 

In der vorliegenden Arbeit wurden über ca. 57 Tage in 3-4 Tages-Abständen die Expressi-

on des tri5-Gens im Verhältnis zum bt2-Gen gemessen. Die Expression des tri5-Gens, 

eines der Schlüsselgene in der Biosynthesekette von DON, wurde mit Realtime- PCR un-

tersucht. Dabei wurde SYBR Green I als Fluoreszenz-Farbstoff verwendet. Zur internen 

Kontrolle diente das bt2-Gen. Die bei der Realtime-PCR ermittelten cDNA-Gehalte des 

tri5-Gens wurden stets auf den cDNA-Gehalt des bt2-Gens bezogen, da bei der RNA-

Isolierung und der RT-PCR Effizienz-Schwankungen auftreten können (Schmittgen und 

Zakrajsek, 2000). Dabei wurde aus Ziel- und Referenzgen-cDNA-Gehalt jeweils das Ver-

hältnis (Ratio) gebildet. Bei den meisten Sorte/Standort/Jahr-Kombinationen war ein deut-

licher Höchstwert der Expression zwischen der frühen und mittleren Milchreife des Wei-

zens (BBCH 71-76) zu erkennen. Zu vergleichbaren Ergebnissen kamen Voigt et al. 

(2007) bei F. graminearum in Weizenähren während eines Beobachtungszeitraums von 14 

Tagen. 3 Tage nach der künstlichen Inokulation erfolgte beim Wildtyp von F. graminea-

rum die höchste Expression beim tri5-Gen (mit beta tubulin als Referenzgen). Anschlie-

ßend sank diese auf ein niedriges Niveau und zeigte keine weitere Steigung. Eine hohe 

Expression des tri5-Gens bei F. culmorum 10 Tage nach der künstlichen Inokulation und 

eine deutliche Abnahme dieser von Beobachtungs-Tag 10 bis 41, mit beta tubulin als Re-

ferenzgen, stellten Doohan et al. (1999) in in planta-Studien fest. Die zeitlichen Expressi-

ons-Verläufe der vorliegenden Arbeit spiegelten diesen Verlauf in etwa wieder. Im Unter-

schied zu den erwähnten Arbeiten jedoch, wurden in der vorliegenden Arbeit über einen 

längeren Zeitraum (ca. 57 Tage) in engeren/gleichmäßigeren Zeitintervallen (3-4 Tage) 

Proben genommen und die Expression des tri5-Gens analysiert. Zusätzlich erfolgten die 

Untersuchungen an natürlich inokulierten Weizenpflanzen, die bei natürlichen Bedingun-

gen auf dem Feld kultiviert wurden. Da Cumagun und Miedaner (2003) Unterschiede zwi-

schen Gewächshaus- und Freiland-Kulturen bei Aggressivitätsuntersuchungen feststellten, 
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kann angenommen werden, dass die hier gewonnenen Daten besser auf Praxisverhältnisse 

übertragen werden können. Die Unterschiede bezüglich des erreichten Niveaus beim Ex-

pressionshöchstwert waren vermutlich klimatisch bedingt. So wurde bereits in den vorhe-

rigen Abschnitten erläutert, in welchem Umfang die klimatischen Bedingungen, wie Tem-

peratur und Feuchte, einen starken Einfluss auf Toxinbildung und Pilzwachstum ausüben. 

Die gemessenen Expressionen waren sehr stimmig mit den zeitlichen Verläufen von Tri-

chothecenproduzenten-DNA und DON-Gehalt (siehe 3.7 und 5.5). So lag die tri5-

Genexpression im zeitlichen Verlauf beispielsweise bei der anfälligeren Sorte `Complet´ 

an beiden Standorten im Jahr 2004 höhere als bei `Petrus´. Auch im Jahre 2005, welches 

sich insgesamt ungleichmäßiger in den zeitlichen Verläufen zeigte, passten die Expressio-

nen des tri5-Gens von Fusarium in Weizen zeitlich zu den ermittelten DON-Gehalt und 

DNA-Menge der Trichothecenproduzenten (siehe 3.7 und 5.5).  

Die hohe Standardabweichung, welche sich bei einigen Probenahme-Terminen zeigte, 

könnte auf Unterschiede in der tageszeitlichen Expression zurückzuführen sein. Innerhalb 

eines Tages können die gemessenen Expressionen einzelner Gene erheblich schwanken 

(Geisen, mündl. 2007). Zwar wurden die Proben zur etwa gleichen Zeit am Vormittag 

genommen, jedoch ergaben sich manchmal Unterschiede von etwa einer Stunde. Ob diese 

einstündige Verzögerung eine derartige Standardabweichung erklären kann, ist fraglich. 

Generell ist eine gewisse experimentelle Schwankung unvermeidbar (Wong und Medrano, 

2005). Zur Reduzierung der Schwankungen innerhalb eines PCR-Laufs wäre es sinnvoll 

gewesen, eine Probe mehrmals aufzutragen und aus den Ergebnissen einen Mittelwert zu 

berechnen. Bei den hier durchgeführten tri5-Expressionsanalysen wurde jede Probe für 

das tri5-Gen und das bt2-Gen nur zweimal aufgetragen, was zu einer größeren Schwan-

kungsbreite der Ergebnisse geführt hat. Die Gründe für den Verzicht auf mehrere Wieder-

holungen lagen in dem ansonsten zu großen Umfang der Untersuchungen, gleichwohl 

wurden je Probennahmetermin 5 parallele Mischproben genommen. Daraus konnte ein 

Mittelwert berechnet werden, so dass die Repräsentanz der Einzelergebnisse gewährleistet 

ist.  

Die Unterschiede, welche sich zwischen den einzelnen PCR-Läufen ergaben, wurden je-

weils mit einem Kalibrator korrigiert (Wong und Medrano, 2005; Anonymus, 2005). In 

der vorliegenden Arbeit wurde bei allen PCR-Läufen das gleiche DNA-Extrakt von         

F. graminearum als Kalibrator mitaufgetragen. Obwohl der Kalibrator ein DNA-Isolat war 

und keine cDNA, konnten dadurch Unterschiede festgestellt und die untersuchten cDNA-
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Werte mit dem jeweils ermittelten Faktor berichtigt werden. Da Gewebe- und Matrixef-

fekte, unterschiedliche RNA-Extraktionseffizienzen und Fehler bei der RT-PCR zu unter-

schiedlichen Gehalten an cDNA in einer Probe führen können, wurde eine interne Refe-

renz verwendet, die als Bezugsgröße für die Berechnung der Genexpression diente (Pfaffl, 

2004). Eine solche interne Referenz sollte ein Gen sein, welches möglichst gleichmäßig 

exprimiert wird. Die eben genannten Fehlerquellen beeinflussen dabei sowohl das Zielgen 

(tri5-Gen) als auch das Referenzgen (bt2-Gen) gleichermaßen. Durch das Beziehen der 

Ergebnisse auf das Referenzgen wurden die Ergebnisse um die möglichen Fehler bereinigt 

und die Varianz der Expression reduziert. Dieser Bezug des Zielgenes auf das Referenz-

gen wird als Normalisierung bezeichnet (Pfaffl, 2004). Die Expression eines internen 

Standards verläuft zwar weitgehend gleichmäßig, da aber die meisten „Houskeeping-

Gene“ nicht nur an den grundlegenden Zellvorgängen sondern auch an weiteren Funktio-

nen beteiligt sind, können auch Schwankungen in der Expression auftreten (Thellin et al., 

1999). So empfahlen Vandesompele et al. (2002), Thellin et al. (1999) und Bustin und 

Nolan (2004) die Verwendung von mindestens zwei möglichst gleichmäßig exprimierten 

„Houskeeping-Genen“, um entsprechende Schwankungen erkennen zu können. Jedoch ist 

die Untersuchung der Proben mit mindestens zwei „Housekeeping-Genen“ sehr aufwändig 

(Wong und Medrano, 2005). Thellin et al. (1999) räumten die Verwendung nur eines 

Housekeeping-Genes ein, wenn aus anderen Arbeiten mit vergleichbarem Versuchsaufbau 

die gleichmäßige Expression dieses Referenzgenes bekannt ist. Das Gen für bt2 stellt ein 

sehr gleichmäßig exprimiertes Gen dar und eignet sich daher grundsätzlich sehr gut als 

Referenzgen für die Expressionsuntersuchung in Pilzen (Konietzny und Greiner, 2003; 

Buhr und Dickman, 1994 und 1997; Shim und Woloshuk, 2001; Flaherty et al., 2003; Se-

mighini et al., 2002; Benito et al., 1998). Die Expression in Pilzen wurde jedoch bislang 

nur über maximal 41 Tage nach künstlicher Inokulation unter kontrollierten Bedingungen 

beobachtet (Doohan et al., 1999; Voigt et al., 2007). Da aber auch an anderen Ascomyce-

ten, wie Aspergillus, mit bt2 als Referenzgen, ein ähnlicher Expressionsverlauf für ein 

toxinspezifisches Gen beobachtet werden kann (Mayer et al., 2003), darf davon ausgegan-

gen werden, dass die hier vorgestellten Ergebnisse plausibel und aussagekräftig sind.  

Um bei den Berechnungen der Expressionsverhältnisse (Ratio) die verschiedenen Effi-

zienzen der PCR-Systeme für das tri5- und das bt2-Gen zu berücksichtigen, wurde bei 

jedem PCR-Lauf die Berechnung dieser über die entsprechende Standardkurve für das 

tri5- und das bt2- Gen nach Pfaffl (2004) durchgeführt. Nur bei den ersten PCR-Läufen 
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wurde, wie in 2.3.4.6 beschrieben, eine durchschnittliche Effizienz aus mehreren PCR-

Läufen zur Berechnung der um die Effizienz korrigierten Expression verwendet. Durch 

diese Korrektur konnte eine Verzerrung der Ratio aufgrund möglicherweise unterschiedli-

cher PCR-Effizienzen vermieden werden. Die in der vorliegenden Arbeit ermittelten Effi-

zienzen wurden, entgegen der Empfehlung von Pfaffl (2004) eine Standardreihe aus 

cDNA-Proben zu verwenden, mit einer Standardreihe aus verdünnter, isolierter F. grami-

nearum-DNA durchgeführt. Die cDNA-Mengen waren zu gering um zuverlässige Effi-

zienzen auf die genannte Weise bestimmen zu können. Obwohl die berechneten und nor-

malisierten Expressionsratios vermutlich Verzerrungen aufweisen, die im Einzelnen nicht 

abgeschätz werden können, scheinen die in sich stimmigen Ergebnisse (siehe 3.4 und 3.7) 

plausibel und aussagekräftig zu sein.  

Die Auswertung der Expressionsdaten erfolgte in jedem PCR-Lauf im Bezug auf ein Refe-

renzgen, eine Standardreihe und einen Kalibrator unter Berücksichtigung der entsprechen-

den PCR-Effizienz. Die dabei ermittelten Expressionswerte der unterschiedlichen zeitli-

chen Verläufe waren zu den entsprechenden Trichothecenproduzenten-DNA- und DON-

Gehalten in den Proben stimmig. Die beobachteten Schwankungen waren vermutlich bio-

logischen Ursprungs, da zu Beginn der Infektion eine inhomogene Befallsverteilung vor-

lag. In anderen Arbeiten konnten die hier ermittelten Expressionsverläufe von tri5 mit 

ähnlichen Ergebnissen bestätigt werden. Es konnten damit neue Erkenntnisse über den 

zeitlichen Verlauf und die Ausprägung der tri5-Genexpression in natürlich inokuliertem 

Weizen, der bei natürlichen Bedingungen auf dem Feld kultiviert wurde, über einen länge-

ren Zeitraum gewonnen werden. 

4.4 Wechselwirkungen von Fusarium und Weizen 

Die zeitlichen Verläufe vom Gehalt an Trichothecenbildner-DNA und DON, sowie die 

Expressionsverhältnisse des tri5-Gens zum bt2-Gen wurden in einer Grafik dargestellt. 

Dadurch wurden die zeitlichen Zusammenhänge zwischen diesen Entwicklungen deutli-

cher erkennbar (Abb. 31 und Abb. 32). Obwohl die Tendenzen grundsätzlich überein-

stimmten (Zunahme DNA von Trichothecenbildnern und DON-Gehalt, vorübergehender 

Anstieg der tri5-Genexpression mit zum Teil deutlichem Maximum und darauffolgendem 

Absinken) waren besonders zwischen den Jahren Unterschiede festzustellen. Auch Prom 

et al. (1999) berichteten von Unterschieden bezüglich der Zunahme des DON-Gehaltes im 

zeitlichen Verlauf. So beobachteten sie in einem Jahr den stärksten Zuwachs an DON zwi-

schen Weizenblüte und später Milchreife, wohingegen im folgenden Versuchsjahr der 
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deutlichste Anstieg im Toxinanteil zwischen Wachsreife und Ernte zu erkennen war. Sie 

führten dies auf unterschiedliche Witterungsbedingungen zurück. Nach einem Anstieg der 

tri5-Genexpression konnte in jedem Fall ein Anstieg des DON-Gehaltes festgestellt wer-

den (3.7). Generell bewegten sich mit Ausnahme der tri5-Expression bei `Complet´ in 

Frankendorf die gemessenen Werte 2005 auf einem niedrigeren Niveau als 2004. 

Die Interaktionen zwischen Pilz und Pflanze könnten bei den zeitlichen Verläufen von 

Fusarium-DNA, DON-Gehalt und Expression des tri5-Gens in der Pflanze eine entschei-

dende Rolle gespielt haben. Bei Weizen gibt es in den Sorten verschiedene Resistenzaus-

prägungen und -typen. Auch können die Abwehrmechanismen unterschiedlicher Natur 

sein. Die 4 Resistenztypen von Weizen gegen Fusarium sind folgendermaßen beschrie-

ben: Typ I - Initialinfektion wird blockiert, Typ II - die Ausbreitung des Pathogens im 

Pflanzengewebe ist verlangsamt, Typ III - die Pflanze ist in der Lage DON abzubauen, 

Typ IV - die Pflanze ist in der Lage DON zu tolerieren (Siranidou et al., 2002; Miller und 

Ewen, 1997). Über die in der vorliegenden Arbeit verwendete Winterweizen-Sorte `Pe-

trus´, die sich im Befall signifikant von `Complet´ unterscheidet, ist bekannt, dass sie eine 

Typ II - Resistenz aufweist. Dies führt zu Zellwandverdickungen und Verdichtungen der 

Zellmembran. Zudem ist eine Anreicherung der phenolischen Bestandteile zu verzeichnen, 

welche einen toxischen Effekt auf manche Fusarium-Arten aufweisen. Dadurch wird eine 

Hemmung des Myzelwachstums erreicht. Einige dieser Abwehrmechanismen der Pflanze 

sind bereits 2 Tage nach der Infektion messbar (Siranidou et al., 2002). So wirkten diese 

Reaktionen sicherlich in die hier durchgeführten Messungen mit ein. Mesterhazy et al. 

(1999) berichten zudem darüber, dass eine moderate Resistenz im starken Maße von den 

Umweltbedingungen beeinflusst wird. Dadurch konnten auch die Schwankungen in den 

zeitlichen Verläufen der DNA von Trichothecenbildnern und auch die Standort-/Jahres-

Unterschiede in den vorliegenden Untersuchungen erklärt werden. Die Abwehrreaktionen 

des Weizens sind durch die Witterungsbedingungen unterschiedlich stark ausgeprägt und 

führen dadurch zu Unterschieden in der Befallsentwicklung zwischen den Jahren, Standor-

ten und auch den einzelnen Messterminen (Choo et al., 2004). 

Da 2005 die Witterungsbedingungen (siehe 5.1) für Fusarium aufgrund der Ergebnisse als 

ungünstiger einzustufen waren, war es auch denkbar, dass die Etablierung des Pilzes sich 

in Schüben vollzog, was sich in den stärkeren Schwankungen des Trichothecenbildner-

DNA- und DON-Gehaltes widerspiegelt. Die Pflanze war eventuell während günstigen 

Umweltbedingungen vital genug, um dem Pathogen immer wieder Widerstand zu bieten 
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und stoppte dadurch eventuell auch das Wachstum des Pilzes, während die Pflanze selbst 

weiterwuchs. Daher könnten diese Rückgänge in Trichothecenbildner-DNA- und DON-

Gehalt auch auf ein verändertes Verhältnis Pflanzenmasse zu Pilzmasse bzw. Toxingehalt 

zurückgeführt werden. Fraglich blieb, inwieweit sich mit zunehmender Abreife die Ab-

wehrreaktionen der Pflanze veränderten oder gänzlich eingestellt wurden. 

Die Aktivitäten von Fusarium in der Pflanze hatten ebenfalls einen bedeutsamen Einfluss 

auf die Belastung mit DON und Pilz-Gewebe. Ein wichtiger Punkt war die Produktion von 

Mykotoxinen. So war über die Bedeutung und Wirkweise zahlreicher fusarieller Mykoto-

xine noch wenig bekannt, über die Wirkung von DON existierten jedoch einige Untersu-

chungen, die diese Vermutung belegten (Miller und Ewen, 1997; Goswami et al., 2006; 

Cumagun et al., 2004; Eudes et al., 2001). Da F. graminearum-Stämme, die kein Tri-

chothecen produzierten, deutlich langsamer in Weizen wachsen konnten als Trichothecen-

Produzenten (insbesondere DON), liegt die Vermutung nahe, dass DON für die Etablie-

rung des Pilzes in der Pflanze eine wichtige Rolle spielt (Langevin et al., 2004). Eudes et 

al. (2001) vermuteten, dass bei Anwesenheit von Trichothecenen die Abwehrmechanis-

men der Pflanze verlangsamt werden würden. Da DON für die Etablierung von Fusarium 

sp. eine wichtige Rolle spielt, war es erklärlich, dass der DON-Gehalt in den Proben kurz 

nach der Infektion stark anstieg und nach erfolgreicher Etablierung kein weiteres DON 

gebildet wurde. Statt dessen wurde der Toxin-Gehalt in der Pflanze weitestgehend erhal-

ten. Die Expression des tri5-Gens im Jahr 2004 bestätigt dies. Auch hier war zu Beginn 

der Etablierung ein deutlicher Expressionshöchstwert zu erkennen. Im weiteren zeitlichen 

Verlauf sank die Expression und es war kein weiterer Anstieg der Expression mehr festzu-

stellen. 

4.5 Bedeutung der gewonnene Ergebnisse für den Weizen-Anbau 

4.5.1 Optimierung der Probenahme 

Um für den Anbau sinnvolle und aussagekräftige Untersuchungen auf Fusarium-

Belastung durchführen zu können, ist bereits die Probenahme auf dem Feld von entschei-

dender Bedeutung. Dabei gilt es unter Berücksichtigung von Bodenrelief, feldumgebenden 

Strukturen, wie zum Beispiel Hecken und Straßen, Feldgröße und eventuell bereits sicht-

baren Befallsnestern, repräsentative Proben zu nehmen (Förschler, 2004). Der Probenum-

fang sollte sowohl passend zur Feldgröße gewählt werden, als auch die Probenahme nicht 

zu aufwändig sein. In zahlreichen Arbeitsgruppen wurde bereits versucht, die optimale 
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Strategie zur Probenahme im Feld zu entwickeln (Wilhelm und Jones, 2005; Prom et al., 

1999), jedoch konnte bislang keine einheitliche internationale Empfehlung ausgegeben 

werden. Mit der hier verwendeten Methode, werden 10 parallele Misch-Proben, jeweils 

über die gesamte Versuchsfläche genommen, erhalten. Dabei zeigte sich jedoch, dass be-

reits auf dieser relativ kleinen und homogenen Fläche (30m x 30m) auffallende Unter-

schiede zwischen den 10 Wiederholungen auftreten können. Dies verdeutlicht, wie 

schwierig eine sinnvolle Probenahme für Anbauer auf größeren Feldern sein kann. Von 

Bayerischen Landwirtschaftsämtern wird im Allgemeinen die Empfehlung ausgesprochen, 

etwa 200 Ähren unter Berücksichtigung der genannten Einflussfaktoren über das Feld 

verteilt zu nehmen.  

4.5.2 Bewertung der DON-Bestimmung 

Aufgrund der nicht unerheblichen Kosten einer DON-Analyse wird für den Anbauer eine 

Untersuchung nur in konkreten Verdachtsmomenten sinnvoll sein. Die Analyse des DON-

Gehaltes ist sowohl für die Abnehmer des Getreides, die Anbauer und auch für die Wis-

senschaft zur Erstellung von Prognosemodellen und Klärung epidemiologischer Fragen 

bedeutsam. Wenn für den Anbauer toxinreduzierende Fungizide erhältlich werden, ist eine 

Toxinanalyse einige Wochen vor der Ernte ein wichtiger Hinweis um den endgültigen 

Toxingehalt noch durch etwaige Fungizid-Spritzungen zu reduzieren. Bis dato sind jedoch 

keine derartigen Fungizide im Handel erhältlich, so dass derzeit eine Bestimmung des 

Toxingehaltes auf dem Feld für den Landwirt rein informativen Charakter besitzt. Vor 

dem Hintergrund der bestehenden DON-Höchstmengen-Verordnung für Getreide ist diese 

Information für viele eine wichtige Hilfe, da somit rechtzeitig alternative Verwendungs-

möglichkeiten gesucht werden können. Für die Getreideabnehmer, wie Lagerhäuser und 

Mühlen, ist es von hoher Bedeutung rechtzeitig über die aktuelle Situation informiert zu 

werden, da sie somit in der Lage sind entsprechende Vorkehrungen zu treffen. Zur Erstel-

lung der Prognosemodelle stellen die bereits vor der Ernte ermittelten Toxinwerte einen 

wichtigen Bestandteil in den Risikoberechnungen dar. Im Rahmen dieser Arbeit wurde 

festgestellt, dass ab etwa Gelbreife (BBCH 87) das bis dahin entwickelte Niveau des 

DON-Gehaltes mehr oder weniger konstant bleibt. Ob dieses Ergebnis auf andere Sorten, 

Standorte und Anbaujahre übertragen werden kann ist fraglich und sollte in weiteren Ar-

beiten geklärt werden. 
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4.5.3 Bestimmung der Fusarium-DNA als Frühindikation 

Möglicherweise vorhandene Fusarium-DNA (aus Sporen und Myzel) schon während der 

Blüte im Bestand aufzuspüren kann wichtig sein, um frühzeitig entsprechende Empfeh-

lungen für notwendige Fungizidapplikationen geben zu können. Mit Hilfe der entwickel-

ten PCR-Systeme ist ein solcher Nachweis frühzeitig möglich. Derzeit ist die Datengrund-

lage dafür noch nicht ausreichend. Aus den hier präsentierten Daten war es auch noch 

nicht möglich von der gemessenen DNA von Trichothecenbildnern oder der tri5-

Genexpression in den Weizenproben konkrete Rückschlüsse auf die zu erwartende DON-

Belastung der Ähren zu ziehen.  

4.5.4 Stand der Entwicklung von Prognosemodellen 

Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnen Ergebnisse sind notwendig, zur Schaffung einer 

ausreichenden Datenbasis für die Weiterentwicklung des Fusarium-Prognosemodells an 

der Bayerischen Landsanstalt für Landwirtschaft (http://www.lfl.bayern.de/ips/ pflanzen-

schutzhinweise/12410/). Durch die parallel gewonnenen Wetterdaten aus dem bayerischen 

Agrarmeteorologischen Messnetz, den Ergebnissen aus den Sporenfallen, Exaktversuchen 

zur Fusarium-Bekämpfung und den hier präsentierten Daten konnten wertvolle Informa-

tionen über die komplexen Zusammenhänge zwischen Fusarium-Entwicklung in der 

Pflanze, Umwelteinflüsse, Sporenflug, anbauliche Maßnahmen und der Entwicklung von 

Fusarium in der Pflanze gewonnen werden. Von diesem entwickelten und laufend verbes-

serten Prognosemodell zur Risikobewertung bei Fusarium-Befall profitieren letztendlich 

Anbauer und Abnehmer gleichermaßen. 

Die hier dargestellten Ergebnisse machen jedoch auch deutlich, dass Resistenzuntersu-

chungen bei neuen Weizen-Sorten auf nur einem Standort äußerst kritisch zu beurteilen 

sind. Wichtig wäre hier eine Testung auf mindestens zwei verschiedenen Standorten mit 

einer natürlichen Inokulation. Auch Miedaner und Reinbrecht (2001) kamen bei ihren Un-

tersuchungen zu einem vergleichbaren Ergebnis.  

4.6 Ausblick 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Entwicklung von Fusarium, in erster Linie F. gra-

minearum, und parallel dazu die Produktion des Mykotoxins DON untersucht. Diesem 

Toxin wird derzeit aufgrund einer möglichen Gefährdung von Mensch und Tier durch 

Fusarium-belastetes Getreide am meisten Aufmerksamkeit zugewendet. Wie in dieser 

Arbeit deutlich wurde, sind die Zusammenhänge und Wechselwirkungen zwischen Wei-
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zensorte, Anbaujahr und Standort sehr komplex. Dadurch ist es aufgrund von zwei unter-

suchten Sorten an zwei verschiedenen Standorten in zwei Anbaujahren nicht möglich zu-

verlässige Aussagen über die zu erwartende Toxinbelastung im Getreide zu treffen. Weite-

re Untersuchungen mit anderen Weizensorten, aber auch anderen befallenen Getreidearten 

an zahlreichen verschiedenen Umwelten über mehrere Jahre werden notwendig sein, um 

den betroffenen Anbauern und Abnehmern zuverlässige Empfehlungen zur Befallsmini-

mierung und Prognosemodelle an die Hand geben zu können.  

In Zukunft sollen auch weitere Fusarium-Toxine bei den Untersuchungen berücksichtigt 

werden. Ihre Wirkungen sind teilweise noch nicht ausreichend erforscht. Die EU hat mitt-

lerweile auch für weitere Fusarium-Toxine, über deren Entwicklung in Pflanze bislang 

wenig bekannt ist, neue Grenzwerte festgelegt. 
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5 Anhang 

5.1 Die Wetterdaten aus den Versuchsjahren 2004 und 2005 von bei-
den untersuchten Standorten 

Abb. 28: Wetterdaten 2004 von Frankendorf und Osterseeon 

Klimadaten, Frankendorf, 2004
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Klimadaten, Osterseeon, 2004
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Abb. 29: Wetterdaten 2005 von Frankendorf und Osterseeon 
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5.2 Entwicklungsstufen von Getreide 

http://www.bba.de/veroeff/bbch/bbchdeu.pdf 

Erweiterte BBCH-Skala, spezieller Teil 
Getreide Witzenberger et al., 1989; Lancashire et al., 1991 
 

BBCH-Codierung der phänologischen Entwicklungsstadien 
von Getreide 
(Weizen = Triticum sp. L., Gerste = Hordeum vulgare L., 
Hafer = Avena sativa L., Roggen = Secale cereale L.) 
Code   Beschreibung  
 
Makrostadium 0: Keimung 
00    Trockener Samen 
01    Beginn der Samenquellung 
03    Ende der Samenquellung 
05    Keimwurzel aus dem Samen ausgetreten 
06    Keimwurzel streckt sich, Wurzelhaare und/oder Seitenwurzeln sichtbar 
07    Keimscheide (Koleoptile) aus dem Samen ausgetreten 
09  Auflaufen: Keimscheide durchbricht Bodenoberfläche; Blatt an der Spitze 

der Koleoptile gerade sichtbar 
 
Makrostadium 1: Blattentwicklung 
10    Erstes Blatt aus der Koleoptile ausgetreten 1, 2 
11    1-Blatt-Stadium: 1. Laubblatt entfaltet, Spitze des 2. Blattes sichtbar 
12    2-Blatt-Stadium: 2. Laubblatt entfaltet, Spitze des 3. Blattes sichtbar 
13    3-Blatt-Stadium: 3. Laubblatt entfaltet, Spitze des 4. Blattes sichtbar 
1 .    Stadien fortlaufend bis ... 
19    9 und mehr Laubblätter entfaltet 
 
Makrostadium 2: Bestockung3 
20    Keine Bestockung 
21    Erster Bestockungstrieb sichtbar: Beginn der Bestockung 
22    2 Bestockungstriebe sichtbar 
23    3 Bestockungstriebe sichtbar 
2 .    Stadien fortlaufend bis ... 
29    Ende der Bestockung: Maximale Anzahl der Bestockungstriebe erreicht 
 
Makrostadium 3: Schossen (Haupttrieb) 
30  Beginn des Schosses: Haupttrieb und Bestockungstriebe stark aufgerichtet, 

beginnen sich zu strecken. Ährenspitzen mind. 1 cm vom Bestockungs-
knoten entfernt 

31  1-Knoten-Stadium: 1. Knoten dicht über der Bodenoberfläche wahrnehm-
bar, mind. 1 cm vom Bestockungsknoten entfernt 

32  2-Knoten-Stadium: 2. Knoten wahrnehmbar, mind. 2 cm vom 1. Knoten ent-
fernt 

33    3-Knoten-Stadium: 3. Knoten mind. 2 cm vom 2. Knoten entfernt 
3 .    Stadien fortlaufend bis ... 
37    Erscheinen des letzten Blattes (Fahnenblatt); letztes Blatt noch eingerollt 
39  Ligula (Blatthäutchen)-Stadium: Blatthäutchen des Fahnenblattes gerade 

sichtbar, Fahnenblatt voll entwickelt 
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Code   Beschreibung 
 
Makrostadium 4: Ähren- / Rispenschwellen 
41    Blattscheide des Fahnenblattes verlängert sich 
43  Ähre/Rispe ist im Halm aufwärts geschoben. Blattscheide des Fahnenblat-

tes beginnt anzuschwellen 
45    Blattscheide des Fahnenblattes geschwollen 
47    Blattscheide des Fahnenblattes öffnet sich 
49  Grannenspitzen: Grannen werden über der Ligula des Fahnenblattes sicht-

bar 
 
Makrostadium 5: Ähren- / Rispenschieben 
51  Beginn des Ähren-/Rispenschiebens: Die Spitze der Ähre/Rispe tritt heraus 

oder drängt seitlich aus der Blattscheide 
52    20% der Ähre/Rispe ausgetreten 
53    30% der Ähre/Rispe ausgetreten 
54    40% der Ähre/Rispe ausgetreten 
55    Mitte des Ähren-/Rispenschiebens: Basis noch in der Blattscheide 
56    60% der Ähre/Rispe ausgetreten 
57    70% der Ähre/Rispe ausgetreten 
58    80% der Ähre/Rispe ausgetreten 
59    Ende des Ähren-/Rispenschiebens: Ähre/Rispe vollständig sichtbar 
 
Makrostadium 6: Blüte 
61    Beginn der Blüte: Erste Staubgefässe werden sichtbar 
65    Mitte der Blüte: 50% reife Staubgefässe 
69    Ende der Blüte 
 
Makrostadium 7: Fruchtentwicklung 
71  Erste Körner haben die Hälfte ihrer endgültigen Grösse erreicht. Korninhalt 

wässrig 
73    Frühe Milchreife 
75  Mitte Milchreife: Alle Körner haben ihre endgültige Grösse erreicht. Kornin-

halt milchig, Körner noch grün 
77    Späte Milchreife 
 
Makrostadium 8: Frucht- und Samenreife 
83    Frühe Teigreife 
85  Teigreife: Korninhalt noch weich aber trocken. Fingernageleindruck reversi-

bel 
87    Gelbreife: Fingernageleindruck irreversibel 
89  Vollreife: Korn ist hart, kann nur schwer mit dem Daumennagel gebrochen 

werden 
 
Makrostadium 9: Absterben 
92  Totreife: Korn kann nicht mehr mit dem Daumennagel eingedrückt bzw. 

nicht mehr gebrochen werden 
93    Körner lockern sich tagsüber 
97    Pflanze abgestorben, Halme brechen zusammen 
99    Erntegut 
 
1 Ein Blatt gilt als entfaltet, wenn seine Ligula oder die Spitze des nächsten Blattes sichtbar ist 
2 Bestockung kann ab Stadium 13 erfolgen; in diesem Fall ist auf Stadium 21 überzugehen 
3 Das Schossen kann schon vor Ende der Bestockung einsetzen; in diesem Fall ist auf Stadium 30 überzu-

gehen 
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5.3 Gegenüberstellung der Probennahmetermine, der Entwicklungs-
stufe und der Art der Probe aus 2004 und 2005 

Tab. 15: Übersicht über den Termin der Probennahme, das jeweilige Entwicklungsstadi-
um und die Probenart für Frankendorf und Osterseeon 2004 

Complet und Petrus in Frankendorf und Osterseeon 2004 

Datum der Probennahme BBCH Blattproben Ährenproben 

11.05.04 32 x   

14.05.04 32 x   

18.05.04 33 x   

21.05.04 35 x   

25.05.04 37 x   

28.05.04 39 x   

01.06.04 43 x   

04.06.04 45 x   

08.06.04 49 x   

11.06.04 58 x   

15.06.04 61 x   

18.06.04 65 x   

22.06.04 67 x x 

25.06.04 70 x x 

29.06.04 71 x x 

02.07.04 72 x x 

06.07.04 73   x 

09.07.04 75   x 

13.07.04 76   x 

16.07.04 77   x 

20.07.04 78   x 

23.07.04 80   x 

27.07.04 83   x 

30.07.04 85   x 

03.08.04 87   x 

06.08.04 90   x 

10.08.04 92   x 

  100   x 
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Tab. 16: Übersicht über den Termin der Probennahme, das jeweilige Entwicklungsstadi-
um und die Probenart für Frankendorf und Osterseeon 2005 

Complet und Petrus in Frankendorf und Osterseeon 2005 

 Datum der BBCH   Blattproben   Ährenproben 

Probennahme Frankendorf Osterseeon Frankendorf Osterseeon   

10.05.05 31   x     

13.05.05 32   x     

17.05.05 33 32 x x   

20.05.05 34 33 x x   

24.05.05 35 34 x x   

27.05.05 37 35 x x   

31.05.05 40 37 x x   

03.06.05 43 43 x x   

07.06.05 46 46 x x   

10.06.05 50 50 x x   

14.06.05 55 55 x x x 

17.06.05 60 60 x x x 

21.06.05 65 65 x x x 

24.06.05 70 70 x x x 

29.06.05 73 73 x x x 

01.07.05 74 74   x x 

05.07.05 75       x 

08.07.05 77       x 

12.07.05 79       x 

15.07.05 80       x 

19.07.05 82       x 

22.07.05 83       x 

26.07.05 85       x 

29.07.05 86       x 

02.08.05 88       x 

05.08.05 90       x 

09.08.05 95       x 

19.08.05 100       x 
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5.4 Korrelationen der zeitlichen Verläufe F. graminearum-DNA und  
Trichothecenproduzenten-DNA 

y = -0,0135x2 + 2,2986x - 95,668

R2 = 0,7907

y = -0,0083x2 + 1,4983x - 64,675

R2 = 0,8124
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Abb. 30: Zeitliche Verläufe von Trichothecenproduzenten-DNA und F. graminearum-
DNA in Weizen. 

In der oberen Reihe sind zwei Beispiele aus 2004 am Standort Frankendorf 
(links in der Sorte `Complet´) und Osterseeon (rechts in `Petrus´) abgebildet. In 
der unteren Reihe sind zwei Beispiele aus 2005 am Standort Osterseeon (links in 
der Sorte `Complet´ und rechts in der Sorte `Petrus´) dargestellt. Aufgetragen 
sind jeweils die logarithmierten DNA-Mittelwerte zur Entwicklungsstufe 
(BBCH), die Standardabweichungen und die jeweilige Trendlinie mit entspre-
chender Gleichung und Bestimmtheitsmaß (R²). 

Lo
g1

0 
D

N
A

-G
eh

al
t 

(p
g/

m
l D

N
A

-E
xt

ra
kt

, Ä
hr

e)
 

Lo
g1

0 
D

N
A

-G
eh

al
t 

(p
g/

m
l D

N
A

-E
xt

ra
kt

, Ä
hr

e)
 

Lo
g1

0 
D

N
A

-G
eh

al
t 

(p
g/

m
l D

N
A

-E
xt

ra
kt

, Ä
hr

e)
 

Lo
g1

0 
D

N
A

-G
eh

al
t 

(p
g/

m
l D

N
A

-E
xt

ra
kt

, Ä
hr

e)
 



Anhang 90 

 

5.5 Zeitliche Zusammenhänge von DON-Gehalt, DNA-Gehalt von 
Trichothecenbildnern und tri5-Genexpression 
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Abb. 31: Zeitliche Verläufe von DON-Gehalt, DNA-Gehalt von Trichothecenbildnern und 
tri5-Genexpression bei `Complet´ und `Petrus´ in Frankendorf und Osterseeon 
im Jahr 2004. 

Zur optisch übersichtlicheren Darstellung sind die einzelnen Messwerte einer 
Reihe verbunden dargestellt, obwohl keine Aussage über den Verlauf zwischen 
den Messpunkten getätigt werden kann. 
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Abb. 32: Zeitliche Verläufe von DON-Gehalt, DNA-Gehalt von Trichothecenbildnern und 
tri5-Genexpression bei `Complet´ und `Petrus´ in Frankendorf und Osterseeon 
im Jahr 2005. 

Zur optisch übersichtlicheren Darstellung sind die einzelnen Messwerte einer 
Reihe verbunden dargestellt, obwohl keine Aussage über den Verlauf zwischen 
den Messpunkten getätigt werden kann 
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5.6 Grafische Darstellungen der Tukey-Kramer-Tests 
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Abb. 33: Grafische Darstellung des Tukey-Kramer-Tests für die Einflussfaktoren beim 
Standort. 

Dargestellt sind die logarithmierten Messwerte aus den Untersuchungen des 
Weizens auf F. graminearum-DNA. A- Einfluss des Anbaujahres auf die Fusa-

rium-Entwicklung am Standort Frankendorf, B- Einfluss der Sorten auf die Fu-

sarium-Entwicklung in Frankendorf, C- Einfluss des Anbaujahres auf die Fusa-

rium-Entwicklung am Standort Osterseeon, D- Einfluss der Sorten auf die Fusa-

rium-Entwicklung in Osterseeon. 
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Abb. 34: Grafische Darstellung des Tukey-Kramer-Tests für die Einflussfaktoren beim 
Befall der Weizen-Sorten. 

Dargestellt sind die logarithmierten Messwerte aus den Untersuchungen des 
Weizens auf F. graminearum-DNA. A- Einfluss des Anbaujahres auf die Fusa-

rium-Entwicklung in der Weizen-Sorte `Complet´, B- Einfluss der Standorte auf 
die Fusarium-Entwicklung in der Sorte `Complet´, C- Einfluss des Anbaujahres 
auf die Fusarium-Entwicklung in der Weizen-Sorte `Petrus´, D- Einfluss der 
Standorte auf die Fusarium-Entwicklung in der Sorte `Petrus´. 
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Abb. 35: Grafische Darstellung des Tukey-Kramer-Tests für die Einflussfaktoren in den 
beiden Anbaujahren. 

Dargestellt sind die logarithmierten Messwerte aus den Untersuchungen des 
Weizens auf F. graminearum-DNA. A- Einfluss der Weizen-Sorte auf die Fusa-

rium-Entwicklung im Anbaujahr 2004, B- Einfluss der Standorte auf die Fusari-

um-Entwicklung im Versuchsjahr 2004, C- Einfluss der Weizen-Sorte auf die 
Fusarium-Entwicklung im Jahr 2005, D- Einfluss der Standorte auf die Fusari-

um-Entwicklung im Jahr 2005. 
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